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Uber die Adenase. 
Von 


Walter Jones und M. C. Winternitz. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der Johns Hopkins-Universitat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Januar 1905.) 


In der Absicht, die Unterschiede zu erkliiren zwischen den 
Purinderivaten, die sich bei der Selbstverdauung der Driisen 
bilden, und denen, die durch Hydrolyse der entsprechenden 
Nucleoproteide mit Hilfe kochender Mineralsiiuren entstehen, 
haben wir friiher die Hypothese!) aufgestellt, dab die Basen, 
die sich zuerst bilden, in beiden Fiillen dieselben sind, dal sie 
aber im Falle der Autolyse spiter unter dem EinfluB besonders 
in den Driisen vorhandene Fermente eine Umwandlung erfahren. 
Von diesem Standpunkte aus schien die Annahme dreier solcher 
Fermente notwendig. 

1. Guanase, unter deren Guanin in Xanthin ver- 
wandelt wird. 

+ H,O = C,H,N,O, NHg. 

2. Adenase, die die anologe Umwandlung des Adenins in 
Hypoxanthin hervorruft. 

3. Oxydase, durch deren Anwesenheit Hypoxanthin zu 
Xanthin oxydiert wird. 

CH,N,O O = C,H,N,0.. 

Bei der Selbstverdauung der Thymusdriise und Nebenniere 
wird Xanthin fast ganz unter Ausschluf anderer Purinderivate 
gebildet und muf seinen Ursprung sowohl dem Guanin wie dem 
Adenin verdanken. Diese beiden Driisen miissen somit alle drei 
Fermente enthalten. 

Bei der Selbstverdauung des Pankreas wurden Xanthin 
und Hypoxanthin gebildet, und zwar fast in denselben Rationen, 
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wie Guanin und Adenin’ bei der hydrolytischen Spaltung von 
frischem Pankreas mit kochenden Mineralsiiuren entstehen. Dies 
konnten wir bei sieben Versuchen zeigen, wovon jeder 5 Kilo 
Driise betraf und die in der Absicht angesetzt waren, Guanin 
und Adenin fiir die weiteren Versuche dieser Arbeit zu gewinnen. 
Folglich konnte man annehmen, dali das Pankreas sowohl 
(Giuanase wie Adenase enthielt, Oxydase jedoch wahrscheinlich 
abwesend, oder nur in auferordentlich geringer Menge vor- 
handen war. SechlieBlich zeigten wir tatsiichlich, Guanin, 
zu Pankreas hinzugefiigt, in Nanthin tibergefithrt wird. 

Unter den Produkten der Selbstverdauung eines waésserigen 
Aufgusses der Milz fanden sich nach 41/2 bis 5 Tagen Guanin 
und Hypoxanthin, aber weder Napnthin noch Adenin, Man wird 
bemerken, dab die Bedingungen hier besondere und die Resultate 
nicht strikte zu vergleichen sind mit den angegebenen. Nichts- 
destoweniger zeigt der Versuch, dai Adenin in Hypoxanthin ver- 
wandelt werden kann unter Bedingungen, die eine Uberfiihrung 
von Guanin in Xanthin nicht gestatten. Der wiisserige Milz- 
infus enthilt also Adenase, doch keine nennenswerte Menge Gua- 
nase, und die beiden Enzyme erweisen sich aller Wahrscheinlich- 
keit nach als vOllig unabhingig voneinander. Diese Beziehungen 
wie das folgende lassen sich klar in nachstehendem Diagramm 
ausdriicken. Aus Wucksichten der Bequemlichkeit sind die 
tautomeren Formeln angewendet: 

OH 6) 


(ruanin Adenin C,H,N, 
NH, (2) 
OH (6) < 
Xanthin C,H,N, Hypoxanthin C,H,N,OH® 
Nou 


Oxydase 
In dieser Publikation soll nun das folgende gezeigt werden: 
1. Guanin wird durch einen wiisserigen Milzinfus in ab- 
sehbarer Zeit nicht veriindert, lit sich jedoch nach der Digestion 


wiederfinden. Somit enthiilt die Milz keine nennenswerte Menge 
Guanase. 
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Uber die Adenase. 3 


2. Bei der Selbstverdauung eines wiisserigen Milzintuses 
erscheint Hypoxanthin schnell. bei fortgesetzter Digestion tritt 
auch Xanthin in geringer Quantitiit auf und seine Menge steigert 
sich auf Kosten der des Hypoxanthins, wenn die Digestion 
noch weiter fortgesetzt wird. 

3. Hinzugefiigtes Adenin wird durch die Milz vollig in 
Hypoxanthin verwandelt oder, je nach der Dauer der Einwirkung, 
in eine Mischung von Hypoxanthin und Xanthin. Somit ist 
Oxydase in geringer Menge vorhanden und das bei linger dauern- 
der Selbstverdauung der Driise gebildete Xanthin ist dem Adenin 
und nicht dem Guanin zuzuschreiben. 

4. Bei der Selbstverdauung der Leber findet: sich Guanin, 
eine Spur Hypoxanthin, so gering, dali sie vernachliassigt werden 
kann, und eine erhebliche Menge Xanthin. 

5. Hinzugefiigtes Guanin kann aus einer Leberdigestion 
unveriindert wiedergewonnen werden. Somiut enthiilt die Driise 
keine betriachtliche Menge Guanase. 

6. Adenin, welches man zu einer Leberdigestion hinzu- 
fiigt, wird schnell in Xanthin umgewandelt. Die Verteilung 
der Fermente in der Leber ist die gleiche, wie die in der Milz 
mit Ausnahme des Punktes, dai in der ersteren die Oxydase 
in erheblicher Konzentration vorhanden ist. 


Der EinfluB der Milzfermente auf hinzugefiigtes 
Guanin und Adenin. 


Eine grofe Menge zerriebener und fein verteilter Milz 
wurde in einem verschlossenen Gefiifi mit dem Vier- bis Fiinf- 
fachen seines Gewichtes Chloroformwassers bei Zimmertempe- 
ratur unter hiiufigem Schiitteln 24 Stunden lang belassen. Dann 
wurden die festen Tei!e so gut wie moglich mit der Zentrifuge 
entfernt und die Fliissigkeit bei K6rpertemperatur entweder allein 
oder nach Zusatz von Xanthinbasen, liingere oder kiirzere Zeit, 
je nach dem einzelnen Versuch, digeriert. Am Ende der Digestion 
wurde mit Essigsdure versetzt, zum Kochen erhitzt und die heibe 
Fliissigkeit schnell von den koagulierten Proteiden abfiltriert. In 
jJedem Falle tiberzeugte man sich von der Vollstiéndigkeit der 
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Extraktion durch Behandlung des Riickstandes mit sehr ver- 
diinnter Natronlauge; auf diese Weise fanden sich natiirlich 
gelegentlich gewisse Mengen von Guanin bei Versuchen, bei 
denen eine relativ groBe Quantitaét dieser Base in Frage kam, 
doch kann in den meisten Fiillen das ganze Guanin leicht be- 
seitigzt werden durch intensives Kochen mit schwacher Essigsaure. 
Nach dem Abkiihlen wurde die Fliissigkeit mit Ammoniak 
alkalisch gemacht und nach dem Abfiltrieren!) von der phosphor- 
sauren Ammoniakmagnesia mit einem Uberschu8 von ammonia- 
kalischerSilbernitratlésung versetzt. Der Silberniederschlag wurde 
mit Salzsiiure gespalten und nach Behandlung mit Tierkohle mit 
Hilfe der Methode von Kriiger und Schittenhelm wie folgt 
auf Xanthinbasen untersucht. Die Lésung wurde auf ein kleines 
Volumen eingedampft, mit Ammoniak neutralisiert und ein Uber- 
schuf des Reagens hinzugetan, der ausreichte, um die ganze 
Losung auf 1°/o zu bringen. Das Guanin wurde abfiltriert, mit 
2° oigem Ammoniak digeriert in 3,3°/oiger Natronlauge aufgel6st 
und mit Essigsiiure gefallt. Darauf wurde die Base gereinigt 
durch Uberfiihrung in ihr schén kristallisierendes Hydrochlorat, 
weches getrocknet und gewogen werden konnte. 

Das urspriingliche Filtrat vom Guanin wurde mit dem bei 
der Digerierung verwandten Ammoniak vereinigt und deutlich mit 
Salzsiiure sauer gemacht. Die Fliissigkeit wurde darauf zur 
Trockne eingedampft und das Eindampfen des Trockenriickstandes 
so oft wiederholt, bis eine Probe auf empfindlichem Lackmus- 
papier nur eine weinrote Farbe hervorrief. Es folgte Digestion 
des Riickstandes mit Wasser von 40° und Filtration im Falle 
des Vorhandenseins von Xanthin. Das Xanthin wurde gewaschen, 
retrocknet, gewogen und sodann in das Nitrat iibergefiihrt, das 
auch seinerseits zur Waigung kam. Bei jedem Versuch fand 
sich gute Ubereinstimmung zwischen den Gewichten der freien 
Base und des Nitrates, unter der Voraussetzuug, daB das letztere 
genau charakterisiert wird durch die Formel C,H,N,O,HNOs. 
Das Filtrat vom Xanthin wurde mit einer Lésung von Pikrin- 
siiure behandelt, wobei sich kein deutlicher Niederschlag bildete, 


‘) Im Falle des Zusatzes von Guanin wurde diese Filtration unter- 
lassen und in jedem Falle das Prizipitat auf Guanin untersucht. 
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mit Ausnahme eines Versuches, bei dem eine grofe Menge 
Adeninsulfat eingefiihrt wurde und die Digestion nur von kurzer 
Dauer gewesen war. In einigen Fiillen bildete sich bei Zusatz 
eines Tropfens Pikrinsaéure zu einem Tropfen der Fliissigkeit ein 
Nebel, doch rief ein Tropfen Pikrinsiiure in der zu untersuchenden 
Fliissigkeit nicht die leiseste Triibung hervor. In jedem Falle wurde 
die Lésung mit einigen Kubikzentimetern Pikrinsiiure behandelt 
und ein kleines Quantum davon mit Spuren einer iiuberst diinnen 
Adeninsulfatlésung geprift, und immer erhielten wir dabei 
sofort den gelben Niederschlag von Adeninpikrat. Somit konnte 
das Ausbleiben der Pikrinsdurereaktion in den Adeninproben 
nicht auf Bedingungen zurtickgefiihrt werden, die der Ausfillung 
von Adeninpikrat ungiinstig waren, sondern es beruhte auf der 
Abwesenheit von Adenin. 

Die Fliissigkeit, welche Hypoxanthin enthielt, wurde zwecks 
Entfernung der Pikrinsiiure mit Schwefelsiiure und Ather behandelt 
und dann der Hypoxanthinniederschlag mit Silbernitrat und 
Ammoniak versetzt. Die Silberverbindung wurde mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, dann wurde nach Abfiltrieren des Silber- 
niederschlages und Entfernung des Schwefelwasserstoffes durch 
Verdampfen ein Teil der Fliissigkeit wiederum mit Pikrinsiiure 
auf Adenin untersucht, doch stets mit negativem Erfolg. Die 
Losung des Hypoxanthin wurde schlieBblich zur Trockne einge- 
dampft, die freie Base in ihr Nitrat tibergefiihrt und gewogen. 
Jede Probe zeigte die charakteristischen Wetzsteinkristalle und 
wies nur eine blaBorange Farbe auf, wenn man sie mit Salpeter- 
sdure und Natronlauge der Xanthinprobe unterwarf. 


——— 
Milz- | Dauer Hypo- Aqui- 
valente 
infus. der Guanin | Adenin | Xanthin | xanthin- Menge 
Digestion nitrat Hypo- 
ccm xanthin 
| 2000 | 4 Tage 0,262 Spur 0,00 0,145 - 0,091 
Il.| 2000 | 4 » 0,229 > 0,00 0,175 0,110 
Il.) 2000 | 6) » 0,240 0,00 0,070 0,205 0,128 
IV.| 2000 | 9 0,265 0,00 0,050 0,225 0,141 
V.| 2000 | 10 » | 0,210 0,00 0,195 0,055 0,054 
VI} 2000} 15 » | 0220 0,00 0,188 0,065 0,041 
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Von den obenstehenden Versuchen wurden die letzten vier 
mit 400 ccm Fliissigkeit vorgenommen und das Resultat mit 
5) multipliziert. 

Das Guanin bleibt: praktisch wahrend der ganzen Zeit 
konstant. Adenin verschwindet bei der Digestion bald und 
wiihrend im allgemeinen Xanthin in den letzten Perioden iiber- 
wiegt, ist Hypoxanthin in den friiheren Perioden mehr vorhanden, 
bis die Umwandlung der Basen nach 10 Tagen tatsachlich ihr 
Ende erreicht hat. 


VIL. 
Milzinfus 400° cem H Summe 
ypo- 
Guaninhydrochlorat 0,312 Gua- Ade- Xan- _ sa — 
Aquivalente Menge Guanin 0,211 _  xanthin- Xanthin 
nin thin und Hypo- 
Dauer der Digestion & Tage nitrat xanthin ~ 
0,230 0,00 0.010 0,042 0,036 
Kontrolle nach 9 Tagen . . 0,053 0,038 
Wiedergefundenes Guanin . 0,177 == 78 °%o. 
Milzinfus 400 cem Hypo 


Gua- Kan- Ade- Xanthin 


und Hypo- 


Guanin 0.595 
nin thin nin 


Dauer der Digestion 9 Tage nitrat aeeoe 3 
0,378 0,012 0.00 0,036 0,034 

Kontrolle nach 9 Tagen . - 0,053. 0,038 


Wiedergefundenes Guanin . 0,825 == 82 

Die Differenz zwischen der hinzugefiigten und wiederge- 
fundenen Menge Guanin bei diesen beiden Versuchen beruht auf 
einem Verlust an Material und nicht etwa auf einer Uber- 
fiihrung der Basen in Xanthin, da ja die Summe von Xanthin 
und Hypoxanthin nicht groBer geworden. ist. 


IX. 
Milzinfus 400 cem Ade- Hypo- Suinme 
Adeninsulfat 0,390 Xanthin 
Entsprechende Menge Adenin0Q,260 yin thin und Hypo- 
Dauer der Digestion 6 Tage nitrat 


0,052 0,010 0,080 0,190 0,199 
62 == 0,159 


Az 
i 
4g 
4 
4 
4 
5; 
4q 
a 
a 
one 
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X. 

Milzinfus 400 Hypo- Summe 
eninsulfe ; _ vou 
Entsprechende Menge Adenin0,279 nin ikrat ‘Him und Hypo- 
Dauer der Digestion 9 Tage ee 7 xanthin 

0.043 O80 0.78 0,229 

Kontrolle nach 9 Tagen ..... ee - 

69% = O191 

XI. 

Milzinfus 400 ccm Ade- Hypo- Summe 

Adeninsulfat 0,477 Gua- _. Xan- _ 
nin- xanthin- Xanthin 
Entsprechende Menge Adenin0318 yin thin trat Und Hypo- 
Dauer der Digestion 9 Tage — nn xanthin 

0.048 0,00 0226 0,075 0.301 

Kontrolie nach Tagen . . +s 


$2 °%Jo = 0,263 

Diese drei Versuche erweisen hinlinglich die An- 
wesenheit eines Fermentes in der Milz, das Adenin 
in Hypoxanthin umzuwandeln vermag, und da das 
Ferment seine Wirksamkeit ausiibt ohne das Vor- 
handensein von Bedingungen, die eine analoge Um- 
wandlung des Guanins in Xanthin verursachen konnen, 
so ist sicher das Ferment unabhingig von der Guanase 
und somit als Adenase zu bezeichnen. 

Das Vorkommen eines Fermentes, das Adenin zerlegen 
kann, jedoch ohne jeden Einflufi auf einen so nahe verwandten 
Kérper wie das Guanin bleibt, ist von mehr als kasueller 
Wichtigkeit und legt die Moglichkeit nahe, dab eine solche 
selektive Kigenschaft der Enzyme verbreiteter ist, als man im 
alleemeinen annimmt. 


Uber den Einflu®B der Fermente der Leber auf hinzu- 
gefiigtes Guanin und Adenin. 


In allen folgenden Versuchen wurde eine Mischung des 
ganzen Organs mit 2'/2 bis 3 Teilen Wasser verarbeitet und 
es fanden genau dieselben Methoden der Digestion und Isolierung 
der Produkte Anwendung, wie in der Arbeit tiber die Milz. Bei 
keinem Versuche konnten wir die Anwesenheit von Adenin 
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konstatieren. Hypoxanthin scheint immer gebildet zu werden, 
aber in sehr kleinen Mengen; die Quantitat, die wir erhielten, 
reichte fiir eine befriedigende Identifizierung nicht aus, und aus 
verschiedenen Griinden sind wir geneigt, zu glauben, daB es 
sich um Xanthin handelte; das an einem besonderen Punkte 
unvollkommen isoliert war, denn die Volumina der Fliissigkeiten 
waren notwendigerweise sehr grobe und unter solchen Um- 
stinden konnte man eine Spur Xanthin in der Hypoxanthin- 
fraktion schon erwarten. 


| | Dauer | | Hypo- 

| Leber | der | Guanin | Adenin | Xanthin | xanthin- 
| Digestion | | nitrat 

| | | | 
1000 4 Tage | 0,340 Spur(?) 0,84 0,020 
1000, 60,816 0,00 0,990 0,028 
I, | 1000) 200 | 0,315 0,00 1,060 0,025 
IV. 1000 29 0,326 0,00 1,043 | 0,031 
i i | 


Das Guanin bleibt praktisch konstant, so wie bei der Selbst- 
verdauung der Milz. Die Resultate deuten klar auf die Ab- 
wesenheil von Guanase sowie auf die Anwesenheit von Adenase 
und Oxydase in starker Konzentration hin. Zur Zeit der Ab- 
fassung einer friiheren Abhandlung!) schrieben wir, im Besitze 
der Versuchsresultate T und IH, das Zunehmen des Xanthins und 
das Abnehmen des Adenins der Anwesenheit von Guanase zu 
und bemerkten in einer FuBnote, die Anwesenheit von Guanase 
in der Leber solle noch erwiesen werden. Indessen belehrten 
uns die Versuche IIIT und IV, da dies nicht der Fall ist, und 
der folgende Versuch wird zeigen, daf die Leber keine erhebliche 
Menge Guanase enthiilt. 


V. 
Leber 200 ¢ Hypo- 
Guaninhydrochlorat 0,160 Guanin  Xanthin  Adenin xanthin 
Entsprechende Menge Guanin 0,108 0,164 0,026 0,00 0,00 
Dauer der Digestion 10 Tage 
Kontrolle nach 6 Tagen . . 0,063 0,020 


') Jones und Partridge, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 347. 
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Uber die Adenase. 


Die folgenden Versuche zeigen, daB die Leber Adenin in 
Xanthin tberfiihrt, zweifellos vermége einer gleichzeitigen Wirkung 
von Adenase und Oxydase. 


VI. 
Leber 330 g Guanin Adenin Xanthin 
Adeninsulfat 0,320 . 0,090 0,00 0,552 
Entsprechende Menge Adenin0,213 
Dauer der Digestion 18 Tage 
Kontrolle nach 18 Tagen. . . 0,102 0,353 
93 °/o = 0,199 
Vil. 
Leber 330 ¢g Guanin Adenin Xanthin 
Adeninsulfat 0,365 | 0,104 0,00 0,571 
Entsprechende Menge Adenin0,243 
Dauer der Digestion 18 Tage 
Kontrolle nach 18 Tagen. . . 0,102 0,353 
90 °/o = 0,218 


Somit enthalt die Leber Adenase und Oxydase, aber keine 
nennenswerte Menge Guanase. 

Wir haben zu zeigen versucht, dali Guanase, Adenase 
und Oxydase drei voneinander verschiedene Fermente sind, und 
Bedingungen angefitihrt, die der Wirkung eines oder zweier 
von diesen Fermenten besonders giinstig sind, unter denen aber 
das dritte aufhort, irgend einen bemerkenswerten Erfolg zu 
haben. Wihrend somit die Unabhingigkeit der Fermente von- 
einander erwiesen ist, kénnen unsere Resultate natiirlich nicht 
zu der Meinung fiihren, dafi irgend eines der Fermente in einer 
der Driisen voOllig fehlte, oder dafi man nicht vielleicht doch 
durch geniigend lange dauernde Digerierungen die Anwesenheit 
von Oxydase im Pankreas und von Guanase in Leber und Milz 
erweisen koOnnte. Diese Annahme wiirde in der Tat einige der 
unerheblichen Differenzen zwischen unsern und den neuerdings 
von Levene!) bei der Driisenautodigestion erhaltenen Resul- 
taten erklaren, in welchen die Digestion mehrere Wochen fort- 
gesetzt wurde. 


‘) American Journal of Physiol., Bd. XII, 5. 277. 
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10 Walter Jones u. M. GC. Winternitz, Uber die Adenase. 


Shiga!) hat die Anwesenheit von Guanase in der Hefe 
erwiesen. Levene hilt unsere vorige Arbeit fiir mit seinen 
neuen Beobachtungen koinzidierend und erhebt Anspruch auf 
einige dieser Entdeckungen. Jedenfalls glauben wir, dab die 
in dieser Arbeit niedergelegten weiteren Aufklaérungen die an- 
fangs aufgestellte Hypothese vollig rechtfertigen. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 5. 502. 


4 
a 
q 
~*~ 
| 
3 
YX, 
3 
a 


Eine Methode zur schnellen Chlorbestimmung im Harn. 
Von 


William M. Dehn. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Illinois, Vereinigte Staaten. 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Januar 1905.) 


Gegenwiartig sind drei allgemeine Methoden der Chlor- 
bestimmung im Harn im Gebrauch: 1. die regelrechte gewichts- 
analytische, 2. die volumetrische, 3. die Zentrifugiermethode, 
die von Purdy eingefiihrt und ausgearbeitet ist. Beziiglich der 
Genauigkeit und der fiir jede Methode notwendigen Zeit folgen 
sie sich in der eben angegebenen Reihenfolge aufeinander. Da 
die gewichtsanalytische Methode umstiindlich ist und anderer- 
seits das volumetrische Verfahren eine bedeutende Vollkommen- 
heit erreicht hat, ist die erstere bei der Chlorbestimmung im 
Harn langst verlassen worden. Andererseits wies Purdy !) nach, 
«dab sein Zentrifugierverfahren bei Anwendung verfeinerter 
Methoden und verbesserter Apparate ohne Schwierigkeit zu Re- 
sultaten fiihrt, die sich wohl mit den alten gebriiuchlichen 
Methoden, der gewichtsanalylischen und volumetrischen, messen 
konnen, und daf meistens aus der Sedimentmenge die Gewichts- 
prozente ihrer Bestandteile mit Genauigkeit und Sicherheit er- 
schlossen werden kénnen, sodaf diese Methode von héchster 
praktischer Wichtigkeit beim klinischen Arbeiten ist». Trotzdem 
sind die Erfordernisse zur Erlangung eines genauen Resultates, 
mit der Purdyschen Zentrifugieranalyse, derartig, dafi ihre Be- 
nutzung auf den Spezialisten beschriinkt werden muf}. 

Augenblicklich sind verschiedene Anwendungen der Mohr- 
schen und Volhardschen Methoden im Gebrauch, die zwar 
genaue Resultate geben, aber einen betriichtlichen Zeitverlust 


') Practical Uranalysis and Urinary Diagnosis, 6 th. Edition, p. 64. 
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mit sich bringen, entweder die Oxydation des Urins durch Ver- 
aschung oder durch das Filtrieren, wenn man den Urin in Loésung 
oxydiert hatte. Die folgende Modifikation der Volhardschen 
volumetrischen Methode erlaubt eine Genauigkeit, die den oben 
erwiihnten gleichkommt, die jedoch gréfer ist als bei der Chlor- 
bestimmung im Harn durch Zentrifugieren. Sie hat auBerdem 
den Vorteil gréBerer Schnelligkeit und Leichtigkeit sogar vor 
der Purdyschen Zentrifugiermethode voraus, kann also zur 
Ausfiihrung von Reihenbestimmungen benutzt werden. 


Beschreibung der Methode. 


Mit Hilfe einer Pipette gibt man in ein Becherglas oder 
besser in eine Kasserolle von 50—-100 ccm Inhalt 10 cem Urin, 
gibt einen entsprechenden grofen Glasstab hinein und fiigt einen 
kleinen Loffel voll Natriumperoxyd!) hinzu. Man riihrt gut um und 
verdampft aufdem Wasserbade, entfernt dann das Gefa® vom Bade 
und fiigt zuerst ungefiihr 10 cem Wasser, darauf so lange ver- 
diinnte Salpetersiiure hinzu, bis ein kleines Stiick Lakmuspapier, 
auf den Tisch gelegt, deutlich saure Reaktion zeigt. Nun spiilt 
man die Innenwand des Gefiifes rein, fiigt ein wenig Eisennitrat 
als Indikator hinzu und titriert das Chlor nach der V olhardschen?) 
Methode mit Kaliumsulfocyanat und Silbernitrat. 

Die Titrationen werden am besten in der folgenden Weise 
ausgefiihrt: Man hilt aquivalente Losungen von Kaliumsulfo- 
ceyanat und Silbernitrat vorritig. Die letztere enthalte 29,075 g 
Silbernitrat im Liter: jedes Kubikzentimeteraquivalent entspricht 
also 0,01 g Natriumchlorid. — Aus der Burette werden einige 
Tropfen Kaliumsulfocyanat hinzugelassen, bis eine intensiv rote 
Farbe auftritt. Wenn die Farbe des Eisensulfocyanates wieder 


') Das Natriumperoxyd muf natirlich frei von Chlor sein; solches 
kann man jetzt leicht erhalten. Das Natriumperoxyd, das an der Luft 
schnell schlecht wird, kann bequem in einem Pulverglas mit unten aus- 
gehdhitem Glasstopfen aufbewahrt werden. An dem Glasstopfen ist ein 
kurzer Porzellanliffel befestigt, welcher zum Herausnehmen des Natrium- 
peroxyds dient. 

*) J. Volhard, Annalen der Chemie, Bd. 190, S. 24; siehe auch 
Sutton’s Volumetric Analysis, 8th. Edition, p. 427—428. 
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verschwindet, so war salpetrige Siiure in der Salpetersiure 
oder dem Eisennitrat gewesen, oder das Eindampfen auf dem 
Wasserbade ist unvollstiindig gewesen und es ist Wasserstoff- 
peroxyd zurtickgeblieben. Diese Beimischung bewirkt einen Fehler 
in der Titrierung. Nach Hinzufiigen des Sulfocyanates und 
gutem Umrihren gibt man zuerst schnell, spiater langsamer 
SilbernitratlOsung hinzu, bis die rote Farbe grade verschwunden 
ist. Ist man im Zweifel, ob zuviel Silbernitrat hinzugefiigt war, 
so laBt man so lange tropfenweise Kaliumsulfocyanat hinzu, 
bis ein scharfer und unzweideutiger Endpunkt erreicht ist. Die 
Differenz der Zahl von Kubikzentimetern der Silbernitrat- und 
Sulfocyanatlosung driickt die Zahl von Grammen Natriumchlorid 
auf einen Liter Urin aus. 

Wenn man eine grobere Zahl von Chlorbestimmungen 
im Urin mit der obigen Methode macht, so erfordert Analyse 
und Berechnung kaum zwei Minuten; bei der Zentrifugiermethode 
sind aber allein drei Minuten nur fiir das Zentrifugieren notig. 

Es ist allgemein anerkannt, dab direkte Titratiouen des 
Chlors im Urin, besonders mit der Mohrschen Methode,?) nicht 
genau sind; dies liegt einmal daran, dafs die Farbe des Indi- 
kators durch die des Urins etwas verdeckt wird; ferner befindet 
sich wahrscheinlich eine wechselnde Menge Chlor (10—40°/o) 
in organischer Bindung,?) und dann ist die Anwesenheit ver- 
schiedener organischer Substanzen von Kinflub, von denen bisher 
noch nicht alle bestimmt sind. AuBerdem konnen Titrationen 
mit der Mohrschen Methode nicht ausgefiihrt werden bei Gegen- 
wart von freien Siiuren, mit Ausnahme der Essigsiiure, worauf 
Raberteau%) hingewiesen hat. Auch andere Umstiinde, die 
der Mohrschen Titrationsmethode ungiinstig sind, finden sich 
noch in der Literatur‘) verzeichnet. Andererseits werden Titra- 


') Salkowski, Diese Zeitschrift. Bd. V, 5. 292: Habel, Pfliigers 
Archiv, Bd. 24, S. 406. 

*) Nevy’s Physiological Chemistry, p. 200. 

5) Berichte der Wiener Akademie, 1875, S. 137; Zeitschrift fir 
analyt. Chemie, Bd. 15, S. 113; Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. V, 
S. 285. 

*) Carpenter, Journal of the Society of Chemical Industry, V, 
p. 285; Biscaro, Chemical News, Vol. 50, p. 136; Young, Analyst, 
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tionen nach Volhard nicht durch die Gegenwart von kalten 
verdiinnten Mineralsiiuren,!) mit Ausnahme der salpetrigen Saure 
beeinflubt. Konzentrierte Siiuren, heibe, verdiinnte Salpetersiiure 
und, wie ich fand, gewisse organische Siiuren, wie Oxalsaure, 
Bssigsiiure, Zitronensiiure und Bernsteinsiiure, sowie andere or- 
ganische Verbindungen, beispielsweise Acetessigester, verdecken 
oder beeintriichtigen die Titrationen mit der Volhardschen 
Methode: Harnstoff, Harnsiéure, Hippursiiure, Kreatin, Aceton 
und Kohlehydrate wirken jedoch nicht in dicser Weise. 
Deshalb hat man die Anwendung von Oxydationsmitteln 
fir notig gehalten, um das Chlor vollig in unorganische bindung 
iiberzuftihren, bevor mit Silbernitrat, sei es nach Mohr, sei es 
nach Volhard, titriert wurde. Die zu diesem Zwecke besser 
verwendeten Oxydationsmittel waren Kalium- oder Natrium- 
nitrat,?) Ammoniumnitrat*) und Calciumnitrat,*) wenn man die 
Veraschung mit anwandte, Kupfersulfat®) und Kaliumperman- 
ganat,°) wenn die Oxydation in Losung vorgenommen wurde. 
Gegen die Anwendung von Oxydationsmitteln lift sich 
manches sagen; erstens einmal muB man bei hoherer Tem- 
peratur eindschern, wenn man eine Oxydation mit Nitraten er- 
ziclen will: diese Verbrennung ist aber miihsam und zeit- 
raubend und kann, wenn man nicht sehr sorgfaltig dabei 
vorgeht, einen betriichtlichen Verlust von Chlor zur Folge haben, 
besonders bei der Anwesenheit von Ammoniak oder seinen 


Vol. 18, p. 125; Hofmeister, Zeitschrift fiir analyt. Chemie, Bd. 34, 
S. 254: Salkowski, diese Zeitschrift. Bd. V. 5. 286; Neubauers Harn- 
analyse. 7. Auflage, S. 194: Hoppe-Seylers Handbuch der chem, Ana- 
lyse, 4 Aufl., S. 307. 

‘, Klasen, Journal fiir praktische Chemie, Bd. 36, 8. 58; Vol- 
hard, Annalen der Chemie, Bd. 190, S. 8. 

*) Falk, Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 8, 5. 12. 

*) Sutton’s Volumetric Analysis, 6th. Edition, p. 426. 

*) Meilliére, J., Pharm. (5), Bd. 29, S. 497; Journal of the 
London Chemical Society, Bd. 46, II, S. 427. 

®) Latschenberger u. Schumann, Diese Zeitschr., Bd. III, S. 161. 

®) Arnold, Diese Zeitschrift, Bd. V, S. 87; Arnold, Pfliigers 
Archiv. Bd. 380, S. 541. Pribram, Zeitschrift fiir analyt. Chemie, 
Bd. 9, S. 428. Vierteljahrsschrift fir prakt. Heilkunde, Bd. 106, S. 101. 
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Salzen im Urin,!) oder bei der Verwendung von Ammonium- 
nitrat als Oxydationsmittel.2) Wenn man aber geliste Oxy- 
dationsmittel, z. Bb. Kupfersulfat oder Kaliumpermanganat, an- 
wendel, so sind grébere Mengen derselben erforderlich: dann 
ist aber die Filtration recht miihsam. ®) 

In Anbetracht dieser Einwiinde ergibt sich das Natrium- 
peroxyd von selbst als ideales Oxydationsmittel. wirkt 
kriiftig und seine Basizitat halt das Chlor vollig nicht 
fliichtiger Bindung sogar bei der Veraschung. Auferdem kann 
man einen UberschuB von Peroxyd hinzufiigen und nachher 
wieder vollig entfernen. Somit kommen in Fillen von Ver- 
aschung bis zur volligen Verbrennung der organischen Sub- 
stanzen4) dem Natriumperoxyd dieselben Eigenschaften wie dem 
Kalium- oder Calciumnitrat zu. Trotzdem bedarf es, wie oben 
gezelgt, beim Natriumperoxyd nicht der Verbrennung, sondern 
nur des Eindampfens zur Trockne, um alle st6érenden 
organischen Verbindungen zu oxydieren, vor allem den Farb- 
stoff und alles Chlor aus der organischen Bindung frei zu 
machen. Das Aufldsen des Natriumperoxydes im Urin und das 
Kindampfen zur Trockne verhindert einen UberschuB von 
Natriumperoxyd sowie das Auftreten von Wasserstoffsuperoxyd, 
zwei Momente, durch welche die Verwendung der Volhardschen 
Methode beeintriachtigt wird. Es ist somit nach dem Auflésen 
des Riickstandes in verdiinnter Salpetersiiure Natrium und Sal- 
petersiure zum Urin hinzugekommen, wiihrend Harnstoff, Harn- 
siure, Sulfocyansiure,®) Acetessigester, ferner die unbekannten 
Verbindungen, die dem Harn Farbe und Geruch verleihen, und 
andere organische Verbindungen zerstOrt wurden. 

') Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. I, 5. 16; Bd. V, 5S. 288. 
Habel u. Fernholz, Pfliigers Archiv, Bd. 23, 5. 123; Feder u. 
Voit, Zeitschrift fiir Biologie, Bd. 16, 5. 197. 

*) Sutton’s Volumetric Analysis, 6th. Edition, p. 426. 

3) Bédtker, Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 201; Latschenberger 
u. Schumann, Diese Zeitschrift, Bd. Ill, S. 161; Arnold, Diese Zeit- 
schrift, Bd. V, S. 87. 

*) Edinger, Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 28, 5. 427. 

5) Munk, Virchows Archiv, Bd. 69, S. 354. 
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Die folgenden Bestimmungen wurden von ein und der- 
selben Menge normalen Urins gemacht und zwar jedesmal an 
10 cem. Die Titration wurde stets nach Volhard vorgenommen: 


Onyastions- Versuchsanordnung | AgNO, | KCNS 
mittel AgNO, | schnittswerte 
1. KNO, Veraschung 8,68 | 0,15 8,53 — 
2: | 0,26) 8,55 8,54 
3. NH,NO, ? 8,57 | 0,70 7,87 7,87 
4. KMnO, Lésung 8,92 | 0,38 8,54 
5. > > 8.88 | 0,33} 8,55 8.55 
6. Na,O, Veraschung 8,75 | 0,20 8,55 = 
7.» » 8,86 | 0,29 8,57 8,56 
8. > Verdampfung 9,00 | 0,44 8,56 —_ 
» 8,92 | 0,34 8,58 8,57 
10. > | 8,68 | 0,114 8,57 — 
11. Nichts 9,37 | 0,72 8,65 


Man sieht, daf die mit den iiblichen Methoden erhaltenen 
Werte sehr gut iibereinstimmten mit den bei der Anwendung 
von Natriumperoxyd gefundenen, sodafi in bezug auf Genauig- 
keit zwischen den verschiedenen Methoden nur ein geringer 
Unterschied besteht. Bei den Hunderten von Bestimmungen mit 
der Natriumperoxydmethode, die ich vornahm, fand ich sie 
durchaus anwendbar fiir normalen Harn und es ist nicht anzu- 
nehmen, daf dies fiir pathologische Harne nicht auch zutreffen 
sollte. Wenn man dabei noch in Betracht zieht, dab Bestimm- 
ungen mit der Natriumperoxydmethode in ungefaihr 2 Minuten 
vorgenommen werden kénnen (die Zeit der Verdampfung auf 
dem Wasserbade miteingerechnet), so empfiehlt sie sich von 
selbst bei klinischen Arbeiten. 


Urbana, Illinois, Verein. Staaten, 10. Januar 1905. 
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Abbau und Aufbau der EiweifSkorper im tierischen Organismus. ') 


Von 
Emil Abderhalden. 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Januar 1905.) 


Wihrend wir tiber Ab- und Aufbau der Kohlehydrate und 
Fette im tierischen Organismus teils durch chemische, teils 
durch histologische Studien ziemlich genau unterrichtet sind, 
fehlt uns ein klarer Einblick in die Umwandlungsstufen der 
EiweiBk6rper. Wohl wissen wir seit den grundlegenden Arbeiten 
von Corvisart?) und von Kiihne,’) daf der Pankreassaft die 
EiweibkOrper rasch aufldst und sie so verwandelt, daB sie in 
der Siedehitze nicht mehr koagulabel sind und mit Leichtigkeit 
diffundieren. Diese Tatsachen legen einen Analogieschluf sehr 
nahe. Ebenso wie die Kohlehydrate und Fette der Nahrung 
durch die Fermente des Verdauungstraktus hydrolytisch gespalten 
werden, kénnte man sich vorstellen, da} die Eiweibkorper unter 
Wasseraufnahme in Peptone zerfallen. Diese kénnten dann 
gerade so wie dic Traubenzuckermolekiile zum Glykogen und 
die Fettsiure- und Glyzerinmolekiile zu Fett unter Wasseraustritt 
wieder zu Eiweih sich regenerieren. 

Diese einfachen Vorstellungen schienen auch experimentell 
eine Stiitze zu erhalten. Hofmeister‘) stellte fest, daB die 
Peptone in der Magen- und Darmwand sehr rasch umgewandelt 


1) Der hohen Medizinischen Fakultat der kgl. Friedrich- 
Wilhelms-Universitat in Berlin als Habilitationsschrift vor- 
gelegt. (Abgeschlossen Januar 1904.) 

?) Corvisart, Sur une fonction peu connue du pancréas: la di- 
gestion des aliments azotées. Gaz. hebdom. Nr. 15, 16, 19. 1857. 

5) Kiihne, W., Virchows Archiv, Bd. XXXIX, S. 130, 1867. 

*) Hofmeister, Diese Zeitschrift, Bd. VI, S. 69—73 und Archiv 
fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie, Bd. XIX, S. 8—15, 1885. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. 2 
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werden. Ein Stiick Magen- oder Darmwand eines eben get6teten 
Tieres enthielt viel mehr Peptone als ein entsprechendes Stiick, 
welches in einer feuchten Kammer bei 40° gelegen hatte. Nach 
Stunden waren tiberhaupt alle Peptone verschwunden. 
Ferner wies Salvioli!) Ludwigs Laboratorium nach, dai 
eine in eine isolierte Darmschlinge eines eben getéteten Hundes 
eingebrachte Peptonlosung zum groften Teil verschwand. Als 
Umwandlungsstiitten der Peptone kamen die Leukocyten?) und 
Darmepithelien’) in Betracht. Es brauchte aber nicht einmal 
angenommen zu werden, dah das gesamte Nahrungseiweib in 
Pepton verwandelt wurde. A priori stand einer direkten Re- 
sorption von Eiweif nichts entgegen. Versuche von Voit und 
Bauer,’) Eichhorst,®) Czerny und Latschenberger,’) 
Nencki und seinen Schiilern’) stiitzten diese Annahme. 
Andererseits hatte bereits Kiihne*’) nachgewiesen, dab 
bei der EKinwirkung des Pankreassaftes auf Eiweibkérper keine 
einheitlichen Produkte entstehen. Kiihne fand, da’ bei voll- 
stiindigem Ausschluf von Fiiulnis tiefgehende Spaltungen auf- 
treten. So gelang es Kiihne, reichliche Mengen von Leucin 
und Tyrosin zu isolieren. Pepsin sollte nach Kiihne die Eiweib- 
korper nur bis zu den Peptonen abbauen konnen, Trypsin da- 
gegen den einen Teil des Eiweibes — die sog. Hemigruppe — 
volistiindig zerlegen, wiihrend der andere Teil — die Antigruppe 
resp. das Antipepton — der Einwirkung des Trypsins_hart- 


') Salvioli, G., Du Bois’ Archiv, Supplement 5. 112, 1880. 

*) Hofmeister, Diese Zeitschrift, Bd. V, 5. 148, 1881; Bd. IV, 
S. 274, 1880; Bd. VI, 5. 67, 1882. Archiv fiir experim. Pathologie und 
Pharmakologie, Bd. XIX, 5. 32, 1885. 

Pohl, J.. Archiv fiir experimentelle Pathologie und Pharmako- 
logie, Bd. XXV, S. 31, 1888. 

8) Heidenhain, Pfliigers Archiv, Bd. XLI, Suppl., S. 72—74, 1888. 

*) Voit und Bauer, Zeitschrift fiir Biologie, Bd. V, S. 562, 1869. 

5) Fichhorst, H., Pfliigers Archiv, Bd. IV, S. 570, 1871. 

6) Czerny. V., und J. Latschenberger, Virchows Archiv, 
Bd. LIX, S. 161, 1874. 

") Macfayden, A.. M. Nencki und N. Sieber, Archiv f. exper. 
Path. u. Pharmakologie, Bd. XXVIII, S. 344—345, 1891. 

8) Kiihne, Virchows Archiv, Bd. XXXIX, 5S. 130, 1867. 
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niickigen Wiederstand leisten sollte. Das folgende Schema!) 
gibt Kiihnes Anschauungen wieder: 


Albumin 
(Albuminat) 
Pepsin- Trypsin- 
wirkung Antialbumose Hemialbumose wirkung 
Antipepton  Antipepton Hemipepton Hemipepton 


Leucin Tyrosin Leucin  Tyrosin 
etc. ete. 

Den grundlegenden Arbeiten Kiihnes folgten zahlreiche 
Untersuchungen. Die Zahl der einzelnen Abbaustufen hat sich 
bedeutend vermehrt. Die Grundziige der Kiihneschen Auf- 
fassung der Verdauung sind aber bis vor kurzer Zeit unbe- 
stritten geblieben. Siegfried?) und Balke®*) isolierten und 
reinigten das Antipepton, dem sie die Formel C,,H,,N,O, gaben. 
Kutscher+*) konnte jedoch nachweisen, dab der von Sieg- 
fried und Balke isolierte Korper nicht einheitlich war, sondern 
zum groften Teil aus «Hexonbasen» bestand. Auf Grund seiner 
Untersuchungen stellt Kutscher®) folgendes Schema der diges- 
tiven Eiweibspaltung auf: 


Natives Kiweif Natives Eiweif 
Syntonin Deuteroalbumosen 
| 
Protalbumosen Peptone (?) 
Leucin, Tyrosin, Lysin, Histidin, 
Peptone Ammoniak, Asparaginsiure, 
Glutaminsaure 
Pepsinwirkung, Trypsinwirkung. 


') Kiihne, Verhandl. des naturhistor.-med. Vereins zu Heidelberg. 
N. F., Bd. I, S. 241, 1877. 

*) Siegfried, Archiv f. Anat. und Physiologie. (Physiol. Abt.) Jg. 
1894, S. 414 und Diese Zeitschrift, Bd. XXI, 5. 360. 

3) Balke, Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 248. 

4) Kutscher, F., Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 195 und Bd. XXVI, 
S. 110. 

Kutscher, Fr., Die Endprodukte der Trypsinverdauung. Ha- 
bilitationsschrift. Strabburg 1899. 
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Die Ansicht von der totalen Sprengung des Eiweilimolekiils 
bei der Verdauung erhielt eine weitere Stiitze durch Tierexperi- 
mente. Kutscher und Seemann!) fanden im Diinndarm- 
inhalte von ca. 6 und mehr Stunden nach der letzten Mahlzeit 
getoteten Hunden sowohl die bekannten Mono- als «Diamino»- 
sduren. SchlieBlich wies Cohnheim?) nach, dab das von 
Hofmeister, Salvioli u. a. nachgewiesene Verschwinden der 
Peptone im Darme nicht auf einer Restitution derselben zu 
Kiweif durch die Darmwand beruht, sondern dafi im Gegenteil 
von der Darmschleimhaut ein Ferment, das Erepsin, produziert 
wird, welches die Peptone weiter abbaut. Nach Kutscher 
und Seemann’) hingegen finden sich in der resorbierenden 
Darmwand biuretfreie Extraktivstoffe, welche bei der Einwirkung 
von Siiuren Leucin abspalten. 

Kin klares und iiberzeugendes Bild iiber den Abban der 
Kiweibkorper im Darmkanal vermOdgen uns die bisherigen Ar- 
beiten ebensowenig zu geben, als sie uns iiber die Umwand- 
lungsprodukte nach stattgehabter Resorption Aufschlub geben. 
Kinmal diirfen wir kiinstliche, beliebig lange ausgedehnte Ver- 
dauungsversuche nicht unmittelbar mit den natiirlichen Ver- 
dauungsvorgiingen identifizieren. Dann vermissen wir bei allen 
Tierversuchen quantitative Untersuchungen. Diese allein kounten 
die Frage nach der EiweiBverdauung zur Entscheidung bringen. 
Der direkte Weg zur Entscheidung dieser Frage ist dadurch 
sehr erschwert, dai wir weder siimtliche Bausteine des Eiweib- 
molekiils kennen, noch iiber Methoden verfiigen, die einzelnen 
Abbaustufen quantitativ zu verfolgen. Solange die Zwischen- 
stufen der Verdauung: die Albumosen, Peptone etc. rein physio- 
logische Begriffe bleiben, wird es nie moglich sein, einen klaren 
Einblick in das Wesen der Verdauung zu erhalten. Gewisse 
Anhaltspunkte konnen wir zuniiehst auf indirektem Wege erhalten. 
Die moglichst quantitative vergleichende Analyse verschiedener 
Kiweibkorper muf uns ein Mittel an die Hand geben, um zu 


') Kutscher und Seemann, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, 8. 528, 
1901/02, 

2) Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 451, 1901. 

Kutscheru. Seemann, Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 432, 1902. 
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beurteilen, in welchem Grade Umwandlungen notwendig sind, 
um die verschiedenen Eiweifkorper ineinander tberzufiihren. 
Unsere Kenntnis tiber die Zusammensetzung der Eiweib- 
korper ist durch die von Emil Fischer!) ausgearbeitete Ver- 
esterungsmethode wesentlich erweitert worden. Eine Reihe von 
Spaltungsprodukten sind zum Teil neu aufgefunden, zum Teil 
als allgemein verbreitete Bausteine der Kiweibkorper erkannt 
worden. Die Methode ist leider keine quantitative. Sie gestattet 
aber bei gleicher Ausfiihrung eine Vergleichung der relativen 
Werte. Am eingehendsten sind nach der genannten Methode 
das Edestin?) und das Globin’) aus dem Oxyhamoglobin des 
Pferdes untersucht worden. Die folgende Tabelle gibt die nach 
wiederholter Veresterung erhaltenen Resultate wieder: 


| 
Pyrrolidinkarbonsiure . 234 | 4,7 
Glataminsiure. . 1,73 63 
Asparaginsfiure ........ 4,43 | 4.5 
Oxy-a-Pyrrolidinkarbonséiure . . 1,04 | 2.0 
Aminovaleriansiure ...... -- vorhanden‘) 
4,28 | 2.0 
Histidn. 10,96 10 


‘) Emil Fischer, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 151, 1901, und 
Bd. XXXV, S. 227, 1902. 

?) Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, 5. 484, 1903. 

*) Id., Diese Zeitschrift, Bd. XXXVU, S. 499, 1903. 

*) Id., Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 495, 1903. 
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Vergleicht man diese beiden Eiweifikorper mit einander, 
so fallt vor allem die qualitativ ahnliche Zusammensetzung auf. 
Quantitativ zeigen sich bedeutende Unterschiede. Dieselben sind 
am auffallendsten in der Reihe des Lysins, des Arginins und 
des Histidins. Auch die Oxysauren differieren sehr. Dem Oxy- 
himoglobin qualitativ ebenfalls recht ahnlich zusammengesetzt 
ist auch das Serumglobulin: 


Globin 
aus Oxyhimoglobin ‘) 
| 2,99 2,22 
20,88 18,70 
Pyrrolidinkarbonséure . . 1,52 2,76 
Phenylalanin 3,58 3,84 
Glutaminsiiure. . 1,11 2,20 
Asparaginsiure | 3,43 254 


Zu beachten ist, dafb die in der ersten Tabelle angefiihrten 
Zahlen nach dreimaliger Wiederholung der Veresterung ge- 
wonnen sind, wiihrend die in der vorstehenden Tabelle mit- 
geteilten Resultate einer nur einmaligen Durchfiihrung des Ver- 
esterungsprozesses entsprechen. Es sind deshalb die Zahlen 
fiir das Globin aus Oxyhémoglobin nach nur einmaligem Ver- 
esterungsprozeh mit angefihrt. 

Kin von den angefiihrten Zahlen ganz abweichendes 
liefert das Casein, dessen Zusammensetzung nach Kimil 
Fischers?) und von mir wiederholten Untersuchungen die 
folgende Ubersicht wiedergibt. Zugleich mit angefiihrt ist 


') Emil Fischer und Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift, 
Bd. XXXVI, S. 268, 1902. 

*) Analytische Belege siehe hinten. 

*) Emil Fischer, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 151, 1901. 
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die Zusammensetzung des Leimes,!) des Hornes*) und des 
Elastins. 


Casein Leim | Horn Elastin 
Gixkokell 0 | 165 | 0,34 | 25,75 
Pyrrolidinkarbonsdure .. . 3,1 5,2 | 3,60 | 1,74 
3,2 0,4 | 3,89 
Glutaminsfure....... 10,7 B00 | 0,76 
Asparaginsiure | 1,2 0,56 2,50 | 
Aminovaleriansaure | | | 
Serin. . 0,235 | — | 570 | - 
| 4,5 — | 0,68 | 
Oxy-a-Pyrrolidinkarbonsiure | 0,255) | 3,07) | 
Lysin . | 5,808) 
Argimm « . | 4,84 8) 7,62 8) | 2,25 °) | 0,3 *°) 

| 


1.5 


0,75") | 


Tryptophan 
Diaminotrioxydodekansdure . | 


| 
| 

| | 
| | 

') Emil Fischer, P. A. Levene und R. H. Aders, Diese Zeit- 
schrift, Bd. XXXV, S. 70, 1902. 

*) Emil Fischer und Theodor Dérpinghaus, Diese Zeitschrift, 
Bd. XXXVI, S. 462, 1902. 

5) Emil Abderhalden und A. Schittenhelm, Diese Zeitschrift, 
Bd. XLI, S. 293, 1904. 

*) K. A. H. Mérner, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 207, 1901/1902. 

°) Emil Fischer, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 155, 1903. 

6) H. Schwarz, Diese Zeitschrift, Bd. XVIII, S. 487, 1895. 

7) Emil Fischer, Berichte der Deutschen Chem. Gesellschaft, 
Jg. XXXV, 5. 2660, 1902. 

8) KE. Hart, Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 347, 1901. 

%) S. G. Hedin, Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 155, 1895. 

10) A. Kossel und F. Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, 
S. 551, 1898. 

") Emil Fischer und Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift, 
Bd. XLU, S. 540, 1904, 
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Aus dieser Zusammenstellung geht hervor, dab die ver- 
schiedenen Kiweiikorper, soweit die einzelnen Abbauprodukte be- 
kannt sind, qualitativ sehr ihnlich zusammengesetzt sind. Die 
einzelnen Bausteine sind aber in sehr verschiedenen Mengenver- 
hiiltnissen vorhanden. Sehr ausgepragt ist dieser Unterschied 
beim Lysin, Arginin und Histidin und den Oxysauren. 

Von ganz speziellem Interesse ist das Casein. Dasselbe 
bildet die HaupteiweiBnahrung des wachsenden Sauglings. Der- 
selbe aus diesem Eiweifkérper alle die verschiedenen 
Proteine seines Kérpers aufbauen. Dies kann offenbar nur durch 
weitgehenden Abbau des Eiweifmolekiils geschehen. Wo diese 
Umwandlungen sich vollziehen, ist sehr schwer zu entscheiden. 
Die Moglichkeit, dali dieselben, wenigstens zum Teil, bereits 
im Darmkanale erfolgen, wird durch die weiter unten mit- 
geteilten Versuche sehr wahrscheinlich. 

Die vergleichende Untersuchung verschiedener Eiweib- 
koOrper wird auch in anderer Richtung ausschlaggebend werden. 
Bis jetzt erfolgte die Einteilung der Eiweifbkorper nach gemein- 
samen Reaktionen: Fiallbarkeit, Loslichkeit und dergl. Dab 
diese Einteilung eine willkirliche sein mu, ist klar. Es wird 
unser Bestreben dahin gerichtet sein miissen, die Gruppierung 
nach chemischen Grundsiitzen, d. h. nach der Zusammensetzung 
und spiiter nach der Art der Gruppierung der Bausteine des 
Proteinmolekiils vornehmen zu kénnen. Die vergleichende Ana- 
lyse verschiedener Eiweibkérper scheint auch dazu berufen 
zu sein, die bis jetzt ziemlich scharf abgegrenzten Gruppen 
von Eiweibkoérpern einander naher zu bringen. So ist es 
gelungen, auch im Salmin‘!) Monoaminosauren nachzuweisen, 
wodurch bewiesen ist, dafi auch das Protamin«Salmin» ein 
kompliziert zusammengesetzter EiweiBkorper ist. Den Uber- 
gang von den Protaminen zu den gewohnlichen Eiweibkérpern 
diirften die Histone?) vermitteln. Diese Umwandlungen von 
einer Gruppe in die andere treffen wir auch unter physiolo- 


') A. Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. XL, 8. 314, 1903. 
Kmil Abderhalden, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 55, 1904. 
*) Emil Abderhalden u. Peter Rona, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, 
. 278, 1904. 
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gischen Verhaltnissen. Miescher') hat uns in seinen Studien 
iiber das Leben des Lachses im Rhein gezeigt, daB sich bei 
diesem Fisch die Geschlechtsorgane auf Kosten der Muskulatur 
entwickeln, indem derselbe wiihrend seines Aufenthaltes im 
Siibwasser keine Nahrung zu sich nimmt. Die unreifen Hoden 
enthalten hauptsiichlich Histon, erst mit zunehmender Reife 
tritt das Salmin auf. Es ist wohl mdglich, dab das von mir 
untersuchte Salmin, das mehr Monoaminosiiuren enthielt als das 
von Kossel abgebaute, eine Ubergangsform vom Histon zum reinen 
Protamin darstellte. Es wiire von hohem Interesse, diese Um- 
wandlungen exakt zu verfolgen. Sie miibten zu einem klaren 
Kinblick in den intermediiren Eiweifstoffwechsel fiihren. Auch 
das Ovomucoid,?) das einen auffallend hohen Gehalt an Glu- 
kosamin besitzt, steht im iibrigen in seiner qualitativen Zu- 
sammensetzung den gewOohnlichen Eiweibkorpern sehr nahe. *) 

Es darf bei diesen Untersuchungen nicht aufer Acht ge- 
lassen werden, dab wir bei keinem Eiweifbkorper die Garantie 
der chemischen Einheitlichkeit haben. Selbst die Kristallisations- 
fihigkeit darf nicht als Zeichen absoluter Reinheit aufgefabt 
werden. Dagegen bieten diejenigen Kiweibkorper, welche kristal- 
lisieren, den Vorteil, dali sie durch wiederholtes Umkristalli- 
sieren von anhaftenden «fremden» EiweiSkérpern befreit werden 
konnen.*) Viel unsicherer wird die Feststellung der «Reinheit>» 
eines Eiweiikorpers, wenn derselbe durch Fiillung oder durch 
Aussalzen dargestellt werden mub. 

In neuerer Zeit schien uberhaupt die Moglichkeit der Auf- 
stellung bestimmter Gruppen von EiweiBbkorpern in Frage gestellt 


‘) Friedr. Miescher, Die histiochemischen und physiologischen 
Arbeiten von Fr. Miescher, Bd. II, S. 116, Leipzig, F. C. W. Vogel, 1897. 

Belege siehe hinten. 

*) Es ist allerdings gerade hei diesem «Eiweifkérper» auferordentlich 
schwer zu beurteilen, ob ein einigermafen <«einheitliches» Produkt vorliegt. 

*) DafS auch mehrmaliges Umkristatlisieren keine Garantie fiir ab- 
solute Einheitlichkeit gibt, beweist der Umstand, daft z. B. Oxyhaimo- 
globin des Pferdes erst nach wiederholtem Umkristallisieren glykokoll- 
frei erhalten werden konnte. Beobachtungen iiber den Tyrosingehalt von 
Globinpraiparaten verschiedener Darstellung lassen ebenfalls Zweifel an 
der chemischen «Einheitlichkeit»> des Globins aufkommen. 
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zu sein, indem Umber?) nachwies, dai die Eiweifkorper beim 
Hunger sich in ihrer Zusammensetzung andern. Auch sollte 
es moglich sein, dem Korpereiweif durch reichliche Zufuhr von 
benzoésaurem Natron Glykokoll zu entziehen. Ware eine solche 
Variabilitéit der EiweiBkoérper moéglich, dann hiitten quantitative 
und auch qualitative Abbauversuche nur einen beschrinkten 
Wert. Die von Umber gezogenen Schliisse sind jedoch keines- 
wegs zwingend. Sollten die Gruppen der einzelnen Amino- 
siuren im hungernden Organismus sich in ihrem Verhiltnis zu 
einander tatsiichlich verschieben, so doch die zunachst 
liegende Annahme die, das Verhialtnis der verschiedenen 
Kiweibkorper zu einander sich verandert hat. Ein Blick auf 
die vorliegenden Tabellen zeigt, dafi bei der verschiedenen quan- 
titativen Zusammensetzung der einzelnen Eiweifikorper eine Ver- 
iinderung der verschiedenen Eiweibkorper in ihren Mengenver- 
hiiltnissen zu einander sehr wohl eine Anderung des Gehaltes 
der einzelnen Gruppen an Aminosauren zur Folge haben konnte. 
So kOnnte z. B. ein wechselndes Verhiltnis von Haimoglobin 
und Serumglobulin im Blute die Glykokollzahl ganz bedeutend 
beeinflussen. Umber hat auBerdem auber Acht gelassen, dab 
die von ihm verwendete Methode auch nicht annahernd quan- 
titativ ist. Daf die SchluBfolgerungen von Umber tatséichlich 
unberechtigt sind, hat die direkte Nachpriifung ergeben.?) Hunger- 
tier und Normaltier wiesen dieselben Mengenverhiltnisse an ver- 
schiedenen Aminosiiuren auf. 

Die Annahme, dafi der Assimilation des Nahrungseiweibes 
eine Umwandlung desselben vorausgehen mul, hat eine weitere 
Stiitze in der «biologischen Reaktion» des TierkOrpers auf ge- 
nuine Kiweibkorper erhalten. Wiirden, wie friiher angenommen 
wurde, Eiweibkorper normalerweise unverindert in die Blutbahn 
gelangen, so miiBten diesselben mit Hilfe der Priizipitinbildung 
sich nachweisen lassen, wie dies der Fall ist, wenn genuine 
KiweiBkorper mit Umgehung des Darmkanals direkt in den Tier- 


1) Umber, F., Berliner klin. Wochenschrift, Nr. 39, 1903. 
2) Emil Abderhalden, Peter Bergell und Theodor Dor- 
pinghaus, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 153, 1904. 
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korper eingefiihrt werden.') Es hat sich ergeben, da’ unter 
normalen Bedingungen in der Blutbahn keine unverdnderten 
Nahrungseiweibkorper mit Hilfe der biologischen Reaktion nach- 
weisbar sind. Ein Bild tiber die Grobe des Abbaus der Eiweil- 
kérper im Darmkanal vermodgen uns diese Versuche nicht zu 
geben, denn es fehlen leider systematische Untersuchungen iiber 
die biologische Reaktion nur leicht verinderter Eiweifstoftfe. 
Es ware wohl denkbar, daB derartige Untersuchungen einigen 
AufschluB tiber den Grad des Abbaus, resp. der Umwandlung, 
welche notwendig ist, um die biologische Reaktion aufzuheben, 
geben wiirden. 

Ein Bild vom Ab- und Aufbau der EiweifSkérper bei der 
Verdauung, Resorption und Assimilation geben vielleicht die 
Resultate der folgenden Untersuchungen.*) Es gelang bei langer 
Kinwirkung von Pankreatin auf verschiedene Eiweibkorper : 
Casein, Edestin, Hamoglobin, Serumglobulin, Eieralbumin und 
Fibrin nicht, dieselben vollstandig in die einfachsten Bausteine 
zu zerlegen. Stets blieb ein der Verdauung hartnickig wider- 
stehender Rest. Dieser gab, wenn die Verdauung lange genug 
gedauert hatte, keine Biuretreaktion mehr. Er enthielt aber 
siimtliche Monoaminosiiuren mit Ausnahme des Tyrosins und 
wahrscheinlich auch des Tryptophans. Besonders auffallend war 
es, dab der aus dem Verdauungsgemisch durch Phosphorwol- 
framsiure gefillte Korper bei der Spaltung mit Salzsiiure fast 


Vergl. u. a. Carl Oppenheimer, Beitriige z. chem. Physiologie 
und Pathologie von Hofmeister, Bd. IV, S. 263, 1903. 

2) F. Obermayr und E. P. Pick (Wiener klinische Wochenschrift 
Nr. 10, Jg. 1904) haben derartige Untersuchungen begonnen. Leider 
hemmt auch bei diesen Versuchen das Fehlen der Kenntnis des chemischen 
Baus der Albumosen, der Peptone etc. und speziell deren Stellung einer- 
seits zum Eiweif§ und andererseits zu den Aminoséuren ein sicheres, 
planmafiges Arbeiten. 

Die Bedeutung der Verdauung riickt durch diese Vorstellungen in 
ein ganz neues Licht. Sie bewirkt erst die Assimilationsfihigkeit kérper- 
fremder Nahrungsstoffe. Vergl. Emil Abderhalden, Die Bedeutung der 
Verdauung der Eiweifkorper fiir deren Assimilation. Zentralblatt fiir 
Stoffwechsel- und Verdauungskrankheiten, 5. Jg., Nr. 24, 1904. 

3) Emil Fischer und Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift, 
Bd. XXXIX, S. 81 und Bd. XL, S. 215, 1903. 
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ebensoviel Phenylalanin und a-Pyrrolidinkarbonsiéure ergab, wie 
der zum Versuch verwendete Eiweibkorper selbst. Ein gleiches 
Verhalten zeigte das Glykokoll. Da die isolierte Verbindung 
keine Biuretreaktion mehr gab, wurde dieselbe im Gegensatz 
zu Kiihnes Antipepton als «Polypeptid» aufgefaBt. Dieses «Poly- 
peptid», welches nicht als eine einheitliche Verbindung anzusehen 
ist, sondern héchstwahrscheinlich ein Gemisch vielleicht 
peptidartigen Stoffen darstellt, laBt sich auch nachweisen, wenn 
der Pankreatinverdauung eine Einwirkung von Pepsinsalzsiaure 
vorausgegangen ist, dagegen ist die Menge desselben kleiner, auch 
laBt sich dann in der Verdauungsfliissigkeit freie a-Pyrrolidin- 
karbonsiiure nachweisen. Nach diesen Versuchen wide sich 
folgendes einfache Schema der kiinstlichen Pepsin-Trypsin-Ver- 


dauung ergeben: 
Natives Eiweif 


| 
Pepton 


Tyrosin, Leucin, Glutaminsiiure, 
Asparaginsiaure, a-Pyrrolidin- 
karbonsiiure, Tryptophan etc., 
Histidin, Arginin, Lysin. 

Das isolierte Polypeptid reagierte zunachst alkalisch, jedoch 
nahm die alkalische Reaktion mit der Reinigung der Verbindung 
ab. Das mit rauchender Salzsiure zerlegte Polypeptid ergab mit 
Phosphorwolframsiiure noch eine ziemlich starke Fallung. Es 
lieBen sich in derselben auch Lysin, Arginin und Histidin nach- 
weisen. Es muf} aber noch unentschieden bleiben, ob die ge- 
nannten Verbindungen dem Polypeptid nur beigemengt oder 
aber gebunden sind. 

AnschlieBend an diese Beobachtungen kdnnte man sich 
unter Zugrundelegung der bereits hervorgehobenen qualitativ ahn- 
lichen, quantitativ aber ganz verschiedenen Zusammensetzung 
der Eiweibkérper den VerdauungsprozeB so vorstellen, dab durch 
denselben unter Absprengung zahlreicher Ketten von Mono- 
und «Diaminosiiuren» sowie Oxysiiuren ete. ein Kern heraus- 
geschiilt wiirde, der die Grundlage fiir jeden beliebigen Eiweib- 
kirper abgeben konnte, indem mit diesem Kerne die tiefsten 
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Spaltprodukte (Tyrosin, Leucin ete.) in wechselndem Verhiiltnis 
in Verbindung treten wiirden. Man kénnte nach dieser Annahme 
verstehen, weshalb nie unverandertes Nahrungseiweif jenseits des 
Darmes zu finden ist, und weshalb die verschiedenen in ihrer 
quantitativen Zusammensetzung oft sehr stark von einander ab- 
weichenden EiweiBkorper in gleicher Weise Verwertung finden.') 

Der Nachweis eines gegen die Verdauungsfermente auBer- 
ordentlich widerstandsfiihigen Anteils des Eiweibmolekiils wirft 
vielleicht auch einiges Licht auf die Frage nach der «Selbst- 
yerdauung». Es wiire wohl denkbar, dab die Resistenz der vitalen 
Eiweibkorper gegen die Verdauungsfermente auf der Konfigu- 
ration der betreffenden Molekiile beruht. Daraufhin weist auch 
die Beobachtung, dab die Spaltung von Eiweibkorpern durch 
Pankreatin viel rascher und griindlicher erfolgt, wenn eine Ver- 
dauung mit Pepsinsalzsiiure vorausgegangen ist. Moglichst wenig 
denaturiertes Serumglobulin wird auch viel schwerer angegriffen 
als koaguliertes. Kurz dauerndes Aufkochen mit 1 °/oiger Salz- 
siiure setzt die Resistenz gegen Pankreasfermente ebenfalls sehr 
herab. Wie bereits erwahnt wurde, scheinen gewisse Gruppen 
von Monoaminosiiuren ganz besonders resistent zu sein, so das 
Glykokoll und die a-Pyrrolidinkarbonsiure.  Vielleicht stehen 
mit diesen Beobachtungen die Erscheinungen im Einklang, dab 
diejenigen Eiweiikorper des Organismus, welche als Stiitz- 
substanz ete. dienen, wie z. B. das Elastin und der Leim, sehr 
reich an den genannten Verbindungen, speziell an Glykokoll sind. 

Sind die angefiihrten Vorstellungen iiber die Verdauung 
richtig, so war zu erwarten, dai auch unter normalen be- 
dingungen, d. h. im verdauenden Darme kompliziertere, biuret- 
freie Spaltprodukte auftreten wiirden. Tierversuche muften ent- 
scheiden. Es erhielt zuniichst ein ca. 10 kg schwerer Hund, nach- 
dem derselbe 11 Tage gehungert hatte, 1 kg fein zerhacktes, 
mageres Pferdefleisch zu fressen. 7 Stunden nach der Mahlzeit 
wurde derselbe durch Verblutung getotet. Magen, Duodenum, 


‘) Unterdessen ist von P. Rona und mir (Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 
S. 528, 1904) der Versuch gemacht worden, diese Frage auf anderem Wege 
zu lésen, indem versucht wurde, festzustellen, wieweit Eiweifs abgebaut 
sein darf, um im tierischen Organismus noch Verwertung zu finden. 
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Diinn- und Dickdarm wurden sofort durch Ligaturen gegeneinander 
abgegrenzt und getrennt herausgenommen. Im Magen fand sich 
ein grober Teil des Nahrungseiweifes nech unverdaut vor. Die 
Menge des koagulablen Eiweifes betrug ca. 3/5 der eingefiihrten 
EiweiBmenge. Der iibrige Teil des Mageninhaltes bestand gréf- 
tenteils aus durch Ammonsulfat fallbaren Abbauprodukten. 
Monoaminosauren konnten weder durch direkte Kristallisation 
nachgewiesen werden, noch gelang es, solche aus dem Filtrat der 
Phosphorwolframsiurefillung zu isolieren. Ebensowenig konnten 
«Diaminosiiuren» auf direktem Wege nachgewiesen werden. 
Ein Teil des im Vacuum eingedampften, vom koagulablen Ki- 
weil} getrennten Mageninhalts léste sich in Methylalkohol. Aus 
diesem lieS sich mit Athylalkohol eine Verbindung in groben 
Flocken fillen, welche deutliche Biuretreaktion zeigte. Das Filtrat 
von dieser Fillung gab mit Ather einen bedeutenden, schnee- 
weiben, flockigen Niederschlag. Dieser lieB sich durch wieder- 
holtes Lisen in absolutem Methylalkohol und Fallen durch Ather 
in biuretfreie Fraktionen trennen. 

Es entstehen somit bei der Magenverdauung offenbar auch 
biuretfreie Spaltungsprodukte. Leider reichten die erhaltenen 
Mengen zu eingehenderen Untersuchungen nicht aus. 

Der mit Phosphorwolframsaéure fallbare Teil des vom 
koagulablen EiweiB getrennten Teiles des Magenverdauungs- 
produktes gab nach Zerlegung mit Baryt und erfolgter quan- 
titativer Entfernung des iiberschtissigen Baryts mit Schwefelsiure 
deutliche Biuretreaktion. 

Der Inhalt des Duodenums sowohl als derjenige des tibrigen 
Diinndarmes gab eine eben sichtbare Binuretreaktion. Nach statt- 
gehabter Filtration der mit Wasser angeriihrten Masse wurde mit 
Ammonsulfat nur eine geringe Triibung erhalten. Es liefen sich 
durch direktes Einengen kristallinische Verbindungen nachweisen. 
a-Pyrrolidinkarbonsiiure wurde vergeblich zu isolieren versucht. 
Aus der Phosphorwolframsiurefillung lieB sich ein Korper iso- 
lieren, der dem bei der kiinstlichen Verdauung isolierten Poly- 
peptid sehr ihnlich war. Derselbe gab nach wiederholtem 
Auflésen in Wasser und Umfillen mit absolutem Alkohol keine 
Kiuretreaktion. Da die Menge der isolierten Substanz zu gering 
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war, um deren Zusammensetzung zu bestimmen, wurde dieselbe 
| mit den auf analoge Weise erhaltenen Produkten der beiden 
folgenden Versuche vereinigt. 
Ein zweiter Versuch wurde an einem ca. 8 kg schweren 
Hunde ausgefiihrt. Derselbe erhielt nach ca. 48stiindigem Fasten 
730 g fein zerhacktes Pferdefleisch. Nach 10 Stunden wurde 
das Versuchstier mit Chloroform get6tet. Im Magen fand sich 
nur wenig koagulables Eiweib vor. Der von diesem getrennte 
Mageninhalt gab sehr deutliche Biuretprobe. Mit Ammon- und 
Zinksulfat trat starke Fillung auf. Durch direktes Einengen 
lieBen sich Spuren von kristallinischen Produkten gewinnen, 
die mikroskopisch dem Tyrosin glichen und auch die Millon- 
| sche Reaktion gaben. Das mit Phosphorwolframsaure fiillbare 
i Produkt gab auch bei wiederholtem Auflésen in Wasser und 
Umfillen mit absolutem Alkohol deutliche Biuretreaktion. 

Der Inhalt des Duodenums und des tibrigen Diinndarms 
zeigte eine sehr geringe Biuretreaktion. Mit Ammonsulfat trat 
eine geringe Tribung auf. Durch direktes Einengen lieben 
sich ohne weiteres kristallinische Produkte erhalten, und zwar 
war die Ausbeute an denselben im Duodenum am groéBten, 
wihrend aus dem Inhalt des Ileums nur noch spiirliche Kristalli- 
sationen erhalten wurden. Aus dem Diinndarminhalt lief sich 
hier, wie in Versuch I, ein durch Phosphorwolframsiiure fiall- 
bares, biuretfreies Produkt isolieren. Die Menge desselben war 
ziemlich bedeutend. 

Zu einem dritten Versuche wurde ein ca. 5 kg schwerer 
Hund verwendet. Nach ca. 48 stiindiger Karenz erhielt derselbe 
270 g fein zerhacktes Pferdefleisch. Bei der nach 11 Stunden 
vorgenommenen TéOtung erwies sich bei der Sektion der Magen 
als vollstiindig leer. Der aus dem Duodenum und dem iibrigen 
Diinndarm erhaltene Inhalt gab keine Spur einer Biuretreaktion 
und lieB sich auch durch Ammonsulfat nicht fillen. Beim 
direkten Einengen lieBen sich auch hier kristallinische Produkte 
gewinnen. Ein mit Phosphorwolframsiure fallbarer, biuret- 
freier Teil lieB sich ebenfalls isolieren. 

Die aus allen drei Versuchen durch direktes Auskristalli- 
sieren gewonnenen Produkte wurden vereinigt und in Wasser 
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aufgelést. Durch Fallen mit Phosphorwolframsaure wurden die 
Monoaminosiduren weiter gereinigt und zur exakten Bestimmung 
verestert. Isoliert wurden Alanin, Leucin, Glutaminsiiure und 
Asparaginséure. a-Pyrrolidinkarbonséiure Phenylalanin 
konnten mit Sicherheit nicht nachgewiesen werden, ebensowenig 
gelang eine Isolierung von Glykokoll. 

Der Befund von freien Monoaminosauren im Darmkanale 
stimmt mit den von Kutscher und Seemann!) gemachten 
Beobachtungen iiberein und bestitigt auch die friiheren Mit- 
ieilungen von KOlliker und Miiller.?) Es fragt sich nur, wie 
die Tatsache der Absprengung von Mono- und auch von « Diamino »- 
siiuren bei der Verdauung zu erkliiren ist. Kutscher und 
Seemann fassen das Auftreten der genannten Spaltungsprodukte 
als Beweis fiir die totale Sprengung des Eiweifimolekiils auf. 
Dagegen sprechen die an kiinstlichen Verdauungsgemischen ge- 
machten Beobachtungen (Emil Fischer und Emil Abder- 
halden, Ll. e.). Man beobachtet bei der Einwirkung von Pankreas- 
ferment auf EiweiBbkoOrper nach kurzer Zeit, daB ein grofber Teil 
des Tyrosins aus dem Kiweifimolekiil abgespalten wird. Sehr frith- 
zeitig 1abt sich auch Leucin nachweisen, allméhlich finden sich 
auch die iibrigen Monoamino- und auch die «Diaminosiiuren» 
im Verdauungsgemisch. Besonders schwer abspaltbar scheinen 
a-Pyrrolidinkarbonsiiure, Phenylalanin und auch Glykokoll. Aus 
diesen Versuchen geht hervor, dab das Auftreten von Tyrosin 
und Leucin kein Beweis fiir eine tiefgehendere Spaltung des 
Kiweiimolektils ist. 

Ubertriigt man die mitgeteilten Beobachtungen auf die 
natiirliche Verdauung der Eiweifikérper, so darf das Auftreten 
der tiefsten Spaltprodukte des EiweiBmolekiils auch hier nicht 
als Beweis fiir die totale Aufspaltung desselben aufgefabt werden. 
Vor allem miissen die quantitativen Verhiltnisse in Betracht 
gezogen werden. Wir befinden uns bei der quantitativen Be- 
trachtung der Verdauungsvorgiinge in der gleich schwierigen 


') Kutscher und Seemann, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 528, 
1901/1902. 

2) Kélliker und Miller, Verhandlungen der physik.-med. Gesell- 
schaft in Wiirzburg, Bd. VI, S. 507, Jg. 1856. 
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Lage, wie so oft bei der Verfolgung von Reaktionen im tierischen 
Organismus. Der Bildung steht eine fortwahrende Resorption 
entgegen, so dafi die Mengenverhiltnisse sehr leicht zu Tausch- 
ungen Anlafi geben kénnen. Immerhin ist die ganze Ausbeute 
an kristallinischen Spaltungsprodukten aus allen drei Versuchen 
sehr auffallend. Es dirften im ganzen kaum mehr als 50g 
Mono- und «Diamino»saéuren vorhanden gewesen sein. Dem 
gegentiber steht eine Einfuhr von 2 kg Fleisch. Sehr erschwert 
wird der Uberblick iiber den ganzen VerdauungsprozeB durch 
den Umstand, daB wir vorliufig den gréften Teil der Ver- 
dauungsstufen chemisch nicht zu charakterisieren vermogen. 
Diese Tatsache gibt den Untersuchungen etwas sehr Unsicheres 
und Unbefriedigendes. 

Fiir die Auffassung, dab im Verdauungstraktus keine totale 
Sprengung des Eiweifbmolekiils stattfindet, spricht das Auftreten 
des «polypeptidartigen» Kérpers. Diese aus allen drei Ver- 
suchen isolierte Verbindung gab bei der Hydrolyse mit rauchender 
Salzsiure simtliche bekannten Monoaminosiiuren, namentlich 
auch Glykokoll, a-Pyrrolidinkarbonsiure und Phenylalanin. Es 
scheinen somit bei der natiirlichen Verdauung ihnliche Ver- 
haltnisse wie bei der kitinstlichen vorzuliegen. Zuviel Gewicht 
darf auf diese Befunde auch nicht gelegt werden, denn diese 
Produkte sind vorléufig nur dadurch charakterisiert, dai ihnen 
die Biuretreaktion fehlt, und dab sie Mono- und wahrscheinlich 
auch «Diaminosiiuren» in gebundener Form enthalten. Weiteres 
soll der Begriff «Polypeptid» fiir diese Verdauungsprodukte nicht 
aussagen. 

Zwingend fiir die gegebene Auffassung der Verdauung 
der EiweiBkérper im Darmkanale sind die vorliegenden Ver- 
suche nicht. Erst eine Ausdehnung derselben auf mdglichst 
viele Kinzelversuche unter méglichst verschiedenen Bedingungen 
und moglichst verschieden langer Dauer der Verdauung ver- 
modchte uns vielleicht ein klareres Bild zu geben. Uns durch 
operative Eingriffe einen Einblick in die normalen Verdauungs- 
vorgange zu verschaffen, scheint durch die von Pawlow!’) ent- 


1) J.P. Pawlow, Die Arbeit der Verdauungsdriisen; deutsch von 
A. Walter, Wiesbaden, Bergmann, 1898. Ein eingehendes Referat der 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. 3 
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deckte komplizierte Innervation der Verdauungsdriisen, und 
namentlich auch durch die festgestellte Abhingigkeit der Darm- 
verdauung von der Magenverdauung wenig aussichtsreich. 
Gegen die Ansicht eines totalen Zerfalls des Eiweibmolekiils 
sprechen auch teleologische Grinde. Es ist nicht recht ein- 
zusehen, weshalb das EKiweifB, welches so rasch verbraucht wird, 
wiederholt vollstiéndig ab- und aufgebaut werden sollte. Auch 
wenn man mit Kassowitz!) annehmen will, dali das Nahrungs- 
eiweif nicht sofort verbraucht, sondern zuerst zum Aufbau von 
Protoplasma verwendet wird, scheint es unbegreiflich, weshalb 
der Organismus das Eiweif vollstiéndig aufspalten sollte. Eine 
Abspaltung einzelner Gruppen und eine Herausschilung eines 
Kerns wiire schon eher verstiindlich. Man koénnte sich auf die 
Weise speziell die gleiche Verwendbarkeit quantitativ ganz ver- 
schieden zusammengesetzter Nahrungseiweibstoffe leicht erklaren. 
Noch weit schwieriger liegt die Frage nach dem Schicksal 
des verdauten EiweiBes. Wie bereits eingangs bemerkt wurde, 
nahm man friher an, dab in der resorbierenden Darmwand 
die Verdauungsprodukte wieder zu Eiweib synthetisiert wiirden. 
Cohnheim?) dagegen glaubt auf Grund seiner Untersuchungen 
liber das Erepsin im Gegenteil nachgewiesen zu haben, dab die 
resorbierten Verdauungsprodukte im Darme weiter gespalten 
werden. Kutscher und Seemann?) widersprachen diesen 
Angaben. Sie konnten aus dem Darme Korper extrahieren, 
aus denen sie mit Siéiuren Leucin abspalten konnten. Leider 
fehlen Angaben iiber die isolierten Mengen dieser Verbindungen. 
In den drei erwiihnten Tierversuchen wurde der Magen 
sowohl als auch der ganze Diinndarm nach sorgfaltigster Ent- 
fernung von anhaftender Verdauungsfliissigkeit in Wasser unter 
allmahlicher Erwiarmung ausgekocht. Aus dem Magen konnten 


Arbeiten Pawlows und seiner Schiiler findet sich bei: O. Cohnheim, 
Die Innervation der Verdauung. (Ein Aufenthalt im Laboratorium Pawlows 
in St. Petersburg.) Miinchener mediz. Wochenschrift, Nr. 52, 1902. 

') Max Kassowitz, Allgemeine Biologie, Bd. III, Stoff- und Kraft- 
wechsel des Tierorganismus, Wien, Moritz Perles, 1904. 

2) O. Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, S. 451, 1901. 

’) Fr. Kutscher und J. Seemann, Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, 
S. 432, 1902. 
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in den beiden ersten Versuchen biuretgebende Koérper erhalten 
werden. Aus dem Filtrate der Phosphorwolframsiurefillung 
dieses Extraktes lieBen sich nach Entfernung der iiberschiissigen 
Phosphorwolframsaure nur Spuren eines nicht kristallisierenden 
Sirups nachweisen. Aus dem Magen des dritten Hundes gingen 
nur geringe Mengen eines fast keine Biuretreaktion gebenden 
Kérpers ins Wasser tiber. Das Darmextrakt gab in keinem 
Falle Biuretreaktion. Mit Phosphorwolframsiiure lieben sich 
auch hier nur ganz geringe Mengen von nicht fillbaren Stoffen 
abscheiden. Eine direkte Kristallisation von Aminosiiuren konnte 
nicht erhalten werden. 

Diese Beobachtungen entsprechen denjenigen von Kutscher 
und Seemann (I. ¢.).. Wahrend aber die beiden Forscher diese 
Erscheinung auf eine Synthese von tiefen Spaltprodukten des 
Kiweibmolekiils zuriickfithren, scheinen mir diese genannten Be- 
funde viel eher fiir den beobachteten nur partiellen Abbau 
des EiweiBes bei der Verdauung zu sprechen. Die isolierten 
Extraktivstoffe wiirden dann als resorbierte hOhere Abbauprodukte 
aufzufassen sein. Der Umstand, dai sich keine freien Amino- 
siuren nachweisen liefen, spricht, falls man die immerhin recht 
unzuverliissige Methode des Auskristallisierens nicht in Erwigung 
ziehen will, fir synthetische Prozesse in der Darmwand. 

Sehr erschwert wird die weitere Verfolgung der resor- 
bierten Verdauungsprodukte durch den Resorptionsweg, den die- 
selben einschlagen. Schmidt-Miihlheim!) konnte nachweisen, 
dai bei Unterbindung des Ductus thoracicus keine Behinderung 
der Eiweibresorption stattfindet. Hochst wahrscheinlich wird 
somit das gesamte resorbierte Kiweifi durch die Pfortader fort- 
gefiihrt. Bis jetzt ist es noch nicht gelungen, im Blute unter 
normalen Verhiiltnissen Abbauprodukte von Eiweibkérpern nach- 
zuweisen.”) Neuerdings ist allerdings von Embden und Knoop) 


‘) Schmidt-Mithlheim, Du Bois Archiv, 8. 549, 1877. 

*) R. Neumeister, Zeitschrift f. Biologie, Bd. XXIV, S. 272, 1888, 
und Sitzungsberichte der physik.-mediz. Gesellschaft zu Wiirzburg, S. 64, 
Jg. 1889. 

*) Gustav Embden und Franz Knoop, Hofmeisters Beitriige, 
Bd. TH, S. 120, 1903. 
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und spiiter auch von Langstein') mitgeteilt worden, daB im 
Blute Albumosen vorkommen. Jedenfalls konnen dieselben auch 
auf der Hohe der Verdauung vollstandig fehlen, wie die folgenden 
Beobachtungen zeigen. Das von den angefiihrten drei Versuchs- 
tieren gewonnene, mit Fhuornatrium an der Gerinnung ver- 
hinderte Blut wurde mit einer 10°/oigen Kochsalzlosung versetzt, 
und hierauf mit wenig Essigsiure durch rasches Aufkochen 
enteiweiBl. Regelmibig gab das Filtrat vom koagulierten Eiweib 
schwache Biuretreaktion. Dieselbe konnte aber durch noch- 
maliges Ansiiuren und Aufkochen, wobei wieder eine Triibung 
erfolgte, in zwei Fallen entfernt werden. In einem Falle zeigte 
das Pfortaderblut auch nach dieser Behandlung eine «blaue>» 
Biuretreaktion. Verschiedene Proben von Pferdeblutplasma (ver- 
arbeitet wurden jeweils mehrere Liter) gaben nur in einem 
Falle nach vollstandiger Entfernung des koagulablen Kiweibes 
Biuretreaktion. Auch trat in allen Fallen bei fehlender Biuret- 
reaktion bei Sattigung mit ZinksulfatlOsung keine Triibung auf. 
Ks muf einstweilen noch dahingestellt bleiben, ob die beob- 
achtete geringe Biuretreaktion auf praformierten albumoseartigen 
Produkten beruht.?) 

Kin Versuch, aus enteiweibtem Plasma mit Hilfe des 
B-Naphtalinsulfochlorids Aminosiiuren zu gewinnen, schlug fehl. 
Es ware trotz dieses negativen Befundes verfriiht, zu behaupten, 
dab nur «regeneriertes» Eiweif in die Blutbahn abgegeben werde. 
Es ist leicht denkbar, dafi die Mengen der resorbierten Spalt- 
produkte so gering sind, daf sie vorlaufig unseren Methoden 
entgehen. Auch muf man stets an die enormen Verdiinnungen 
denken, in welchen der Organismus arbeitet. Es ware schon 
denkbar, dafi z. B. in der Leber die resorbierten «Eiweibteile» 
in spezifische EiweiBkorper — z. B. in die Serumeiweifbkorper — 
umgewandelt wiirden. Vorliiufig fehlt uns noch jeder direkte 
Beweis. Sehr auffallend ist der noch viel zu wenig gewiirdigte 
konstante Gehalt des Serums an EiweiSk6érpern unter normalen 

") Leo Langstein, Hofmeisters Beitrage, Bd. ill, S. 373, 1903. 


*) Vergl. auch: Emil Abderhalden und Carl Oppenheimer, 
Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 155, 1904. 


| q 
: 
4 

4 
3 

as 


Abbau und Aufbau der Eiweifkérper im tierischen Organismus. 37 


Verhiltnissen.') Diese Konstanz erinnert sehr an diejenige des 
Zuckers. Es ware von hohem Werte, die quantitativen Ver- 
hiltnisse der Eiweifkérper im Blutserum unter pathologischen 
Verhiltnissen zu verfolgen. 

Weit schwieriger noch liegen die Fragen nach dem inter- 
mediaren Eiweifstoffwechsel. Hier fehlt uns fast jede direkte 
Beobachtung. Mit einem sehr schénen Beispiel von direkter 
Transformation von Organbestandteilen zum Aufbau anderer 
Organe hat uns, wie bereits erwahnt wurde, Miescher?) be- 
kannt gemacht. Uber die Art des KiweiBumsatzes vermégen 
uns vielleicht die Beobachtungen tiber Autolyse*) Auskunft zu 
geben. Es ware wohl denkbar, dafB der Abbau der KEiweib- 
kérper innerhalb der Zellen in ahnlicher Weise erfolgt, wie er 
auferhalb derselben stattfindet. Strikte Beweise fiir diese An- 
nahme legen allerdings nicht vor. Bei der Autolyse zugrunde 
gegangener Zellen und Gewebselelemente treten ebenfalls Mono- 
und «Diamino»saiuren auf. Wie eigene Beobachtungen an der 
Selbstverdauung iiberlassenen Organen — Leber und Milz — 
zeigten, ist der Abbau zu den tiefsten Spaltprodukten auch 
hier durchaus kein quantitativer. Die Menge der Spaltprodukte 
ist eine relativ sehr groBe, ein grofer Teil des Eiweibmolekiils 
widersteht aber der Autolyse. Dieser Teil ist durch Phosphor- 
wolframsiure fillbar, gibt keine Biuretreaktion und enthiilt, wie 
die hydrolytische Spaltung durch konzentrierte Salzsiéure ergab, 
alle bekannten Mono- und Diaminoséuren. Mit Ausnahme eines 
einzelnen Falles gelang es nicht, in der Autolysenfliissigkeit mit 
Sicherheit a-Pyrrolidinkarbonsiure und Phenylalanin nachzu- 
weisen. Es ist wohl denkbar, dafii die Aufspaltung des Eiweib- 
molekiils unter der EKinwirkung verschiedener Fermente stets 
nach ganz bestimmten Regeln erfolgt. Es darf aber auch nicht 
auBber acht gelassen werden, dai die durch Phosphorwolfram- 
saure fallbaren Verbindungen nicht einheitlich zu sein brauchen. 
Es ist wohl denkbar, daB das «Polypeptid> ein Gemenge von 


') Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift, Bd. XXIII, 5. 521, 1897, 
und Bd. XXV, S. 65, 1898. 

*) Salkowski, Zeitschrift f. klin. Medizin, Suppl. 1890. 
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Polypeptiden darstellt, von denen vielleicht jedes fiir sich die 
Grundlage zu weiteren Synthesen abgeben kann. 

Daf die Autolyse unter ahnlichen Bedingungen, wie sie 
die experimentellen Untersuchungen bieten, nimlich bei Vor- 
handensein von «totem» Material, auch im lebenden Organismus 
eine Rolle spielt, zeigen uns die Beobachtungen von Friedrich 
Miiller') bei der Losung der Pneumonie. 

Kinige Einblicke in das Verhalten der Eiweifstoffe jenseits 
des Darmes hat uns die Pathologie geliefert. Mit Sicherheit 
kennen wir bis jetzt zwe! Stoffwechselanomalien, welche zum 
intermediiiren EKiweibstoffwechsel in offenbarer Beziehung stehen. 
Es sind dies die Cystinurie und die Alkaptonurie. Weniger 
klar liegen die Verhiltnisse beim Diabetes. 

Die Cystinurie, welche von Baumann auf abnorme bak- 
terielle Zersetzungen im Darmkanale zuriickgefiihrt wurde, ver- 
dankt, wie neuere Beobachtungen ergeben haben, ihre Ent- 
stehung einer Stoffwechselanomalie. 

Per os verfiittertes Cystin vermehrt die Sulfate?) im Harne 
von Hunden. Beim Kaninchen’) tritt eine Vermehrung der 
Schwefelsiiure und eine erhebliche Steigerung des Gehaltes des 
Harnes an nicht oxydiertem Schwefel auf. Stets finden sich 
auch unterschwelligsaure Salze. Aus diesen Versuchen geht 
hervor, daB normalerweise Cystin weiter oxydiert wird. Aus 
den Versuchen von v. Bergmann?*) und von Wohlgemuth®) 
wissen wir, dafi das Cystin auch physiologisch zum ‘Taurin 
in Beziehung steht, nachdem bereits von Friedmann®) die 
chemische Verwandtschaft der beiden genannten Verbindungen 
nachgewiesen worden war. Keim Kaninchen bewirkt per os 
verabreichtes Cystin eine direkte Steigerung des Schwefel- 
gehaltes der Leber und der Galle. Beim Hunde lief sich 
ein Ansteigen des Tauringehaltes erst dann  nachweisen, 
wenn der andere Paarling der Taurocholséure in Form von 

4) tiller, Verhandlungen der naturforschenden Gesellschaft in 
Basel, 1901, und Kongrefs fiir innere Medizin, 1902. 
*} Goldmann, Diese Zeitschrift, Bd. IX, S. 269, 1885. 
8) Wohlgemuth, Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 81, 1903. 


‘) vy. Bergmann, Hofmeisters Beitrige, Bd. IV, 1903. 
5) Friedmann, Hofmeisters Beitraige, Bd. Ill, 1902. 
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Natriumcholat zugefihrt wurde. beim Cystinuriker ist offenbar 
die Oxydation des Cystins keine vollstiindige. Aus der Tat- 
sache, dab in einem Falle von schwerer Cystindiathese') Cystin 
aus den Eiweibkorpern der Gewebe gewonnen werden konnte, 
ist vielleicht der Schlufi berechtigt, dai der Cystinurie eine 
Anomalie im Eiweifabbau zugrunde liegt. Eine experimentelle 
Stiitze fiir die Annahme, dab Cystin normalerweise beim 
Abbau der Eiweibkérper im tierischen Organismus  entsteht, 
haben uns Baumann und Preufe?) gegeben. Diese Autoren 
haben nachgewiesen, dafi im Harn von Hunden bei Verab- 
reichung von Brombenzol eine Verbindung auftritt, welche Brom, 
Stickstoff und Schwefel enthalt und die Zusammensetzung 
C,,H,,.BrSNO, zeigt. Diese Verbindung labt sich in Essigsiure 
und eine Verbindung von der Zusammensetzung C,H,,BrNSO, 
zerlegen. Letztere ist ein Bromphenylcystein. Die Merkaptur- 
siurebildung kann somit als experimentelle Cystinurie aufge- 
fabt werden. 

Bei der Alkaptonurie scheint der normale Abbau der beiden 
aromatischen Bausteine des EiweiBmolekiils des Tyrosins*) und 
des Phenylalanins*) gestért zu sein. Normalerweise werden, 
wie Fiitterungsversuche zeigen,®) beide Verbindungen total ver- 
brannt. bei der eben angefiihrten Stoffwechselanomalie findet 
man dieselben als Homogentisinsiiure resp. als Uroleucinsiiure im 
Harne wieder. Auch hier darf man aus dem Umstande, dal die 
bluteiweibkorper®) anscheinend denselben Phenylalanin- und 
Tyrosingehalt zeigten, wie normalerweise, den Schluf ziehen, 
der Alkaptonurie eine St6rung im intermediaren Stoffwechsel 
zugrunde liegt.  Vielleicht werfen die Untersuchungen von 


') EK. Abderhalden, Diese Zeitschrift, Bd. S. 557, 1903. 
7) Baumann und Preufe, Ber. d. Deutsch. Chem. Gesellschaft, 
Jg. 12, S. 806, 1879; Diese Zeitschrift, Bd. V, S. 309, 1881. 

3) Baumann und Wolkow, Diese Zeitschrift, Bd. XV, 5. 228. 

*) W. Falta und Leo Langstein, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, 
S. 513, 1903. 

°) Emil Abderhalden und Peter Bergell, Diese Zeitschrift, 
Bd. XXXIX, 8S. 9, 1903. 

8) Emil Abderhalden und W. Falta, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 
S. 143, 1903. 
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Gonnermann!') und Bertel?) einiges Licht auf diese Prozesse. 
Diese Autoren konnten niimlich nachweisen, daB im Ribensaft 
sowie in keimenden Lupinen ein Ferment — Tyrosinase — 
sich vorfindet, welches Tyrosin in Homogentisinsiiure tiberfihrt. 

Diese beiden Stoffwechselanomalien sind die einzigen mit 
Sicherheit festgestellten Tatsachen, welche fiir einen dem sonst 
bekannten Fermentabbau des Eiweifes analogen Prozess im 
intermediiiren Stoffwechsel sprechen. Fiir diese Annahme wiirde 
auch der Umstand sprechen, daf das einfachste Dipeptid,*) das 
Glycylglycin bei subkutaner Injektion vom Kaninchenorganismus 
gespalten wird. Vielleicht steht auch die Tatsache, daB unter 
bestimmten pathologischen Bedingungen — bei akuter gelber 
Leberatrophie,*) Phosphorvergiftung®) — Tyrosin, Leucin, Gly- 
kokoll ete. im Harne auftreten, im Einklang mit der eben an- 
gedeuteten Annahme des Verlaufs des intermediéren Eiweib- 
abbaus. Es ist denkbar, daB unter den genannten pathologischen 
Bedingungen die Eiweifispaltungsprodukte nicht, wie normaler- 
weise, rasch weiter oxydiert werden. Leider fehlen zur Zeit groBere 
systematische Untersuchungen des Urins auf Aminosauren unter 
pathologischen Verhiltnissen. Daf unter diesen Umstianden tat- 
siichlich Aminosiiuren vorkommen, beweisen folgende Fiille:°) 

Der Urin eines 68jahrigen Potators, der an Arteriosklerose, 
Myocarditis und Diabetes litt, gab deutliche Millonsche Re- 
aktion. Die Urinmenge war sehr gering und enthielt ca. 3,5°/o 
Zucker. Aceton und Acetessigsiiure waren nicht vorhanden. 
Kurz vor dem Tode trat eine Pneumonie des rechten Unter- 
lappens auf. Bei der Sektion fand sich auBerdem: beiderseitige 
Schrumpfnieren und ein abgekapseltes Empyem rechts hinten 


') Gonnermann, Pfliigers Archiv, Bd. LXXXII, 8. 236. 

*) Bertel, Berichte d. Deutsch. Bot. Gesellschaft 1903. 

*) Emil Abderhalden und Peter Bergell, 1. c. 

*) Jacoby, Diese Zeitschrift, Bd. XXX, 8. 149 und 176. 

5) Emil Abderhalden und Peter Bergell, Diese Zeitschniit, 
Bd. XXXIX, 5. 564, 1903. 

6) Nach Abschluf dieser Untersuchungen hat Ignatowski (Medi- 
zinische Klinik von Prof. Friedrich Miller) bei Gicht Glykokoll im 
Urin nachgewiesen und andere Aminosiuren wahrscheinlich gemacht. 
(Diese Zeitschrift. Bd. XLII, S. 371, 1904.) 


< 
F 
4 
| 
4 
4 
; 
a 
‘ 
< 
uy 
j 


Abbau und Aufbau der Eiweifkérper im tierischen Organismus. 41 


unten. Aus dem letzten Urin (300 ccm) konnten 2,2 g reines 
Di-8-Naphtalinsulfotyrosin isoliert werden. Die Verbindung schied 
sich als schwer lésliches Kalisalz ab. 

In einem zweiten Falle von Diabetes konnte nur wihrend 
des Comas eine deutliche Millonsche Reaktion, und auch das 
Di-B-Naphtalinsulfotyrosin erhalten werden. 

Es ist sehr wohl mdéglich, dafi ausgedehntere Untersuch- 
ungen des Urins nach Eiweifiabbauprodukten uns noch weitere 
Aufschliisse iber den Abbau der Eiweifbkorper in den Geweben 
geben werden. 

Sehr schwierig liegt die Frage nach den Beziehungen der 
KiweiBkérper zum Diabetes, d. h. zur Zuckerbildung. Jedenfalls 
kommt die bei einigen Proteiden nachgewiesene prosthetische 
Kohiehydratgruppe quantitativ kaum in Betracht. Die Zucker- 
bildung erfolgt, falls eine solche aus EiweiB wirklich stattfindet,') 
jedenfalls aus den Aminosiuren. Am leichtesten kénnte man 
sich deren Bildung aus Oxyaminosduren vorstellen. Da héchst- 
wahrscheinlich unter den noch unbekannten Bausteinen des 
KiweiBmolekiils noch mehrere derartige Verbindungen vorhanden 
sind, vermégen dahingehende Untersuchungen vielleicht einiges 
Licht tiber die Bildung von Kohlehydraten aus Eiweif zu liefern. 

Uber das Schicksal der einzelnen bis jetzt bekannten 
Kiweif®spaltungsprodukte ist wenig bekannt. Vom Cystin, welches 
nach den Untersuchungen von Morner?) einen wesentlichen 
Bestandteil der schwefelhaltigen Produkte des Eiweibes aus- 
macht, wissen wir, wie bereits angefiihrt worden ist, daB es 
zum Teil im Taurin der Galle wieder erscheint, zum Teil wird 
es weiter oxydiert. Das Glykokoll finden wir mit Benzoésiiure 
gepaart als Hippursaéure im Harne und mit Cholsdure vereinigt 
als Glykocholsaure in der Galle wieder. Von den tibrigen Spalt- 
produkten wissen wir nur, dais deren Stickstoff im Harnstoff 
wieder erscheint. Das Indo] entsteht allerdings, wie Ellinger 


') Vergl. KE. Pfliiger, Die Bedeutung der neuesten Arbeiten tiber 
den Pankreasdiabetes, Pfliigers Archiv, Bd. 106, 5. 168, 1904. 


*) K. A. H. MoOrner, Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 595, 1899; 
Bd. XXXIV, S. 27, 1901/1902. 
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und Gentzen') nachgewiesen haben, aus Tryptophan, aber 
nur im Darm unter dem Einflu8B von Bakterienfaulnis. 


Experimenteller Teil. 


Hydrolyse des Serumglobulins. 


500 g Serumglobulin aus Pferdeblut wurden nach der 
Methode von Emil Fischer hydrolysiert und verestert. Die 
Veresterung wurde dreimal wiederholt. Isoliert wurden 332 g 
Rohester. 

Die Destillation der Ester ergab fas folgende Resultat: 


1. Fraktion — 60° (Temp.d.Wasserbades gemessen) bei 11 mmDruck: 45,0¢ 
2, » 60—100°( » » » : 49,2> 
3. > —100°( » » » > ) » O,4> 
4. » 100—130°( » » Olbades » ) » O4> » : 272> 
5. » 130--170°( » > > » : 38,0> 


Im Destillationskolben verblieb eine dunkelgelb gefarbte, 
beim Erkalten erstarrende Masse. Zum Teil roch dieselbe nach 
Estern der Aminosiuren, zum Teil machte sich auch ein inten- 
siver fleischextraktéhnlicher Geruch bemerkbar. Dieselbe Er- 
scheinung zeigten alle bis jetzt mit der Estermethode unter- 
suchten Eiweifkérper. Aus dem Riickstand laBt sich Leucin- 
imid gewinnen. 

Die Untersuchung der einzelnen Fraktionen erfolgte in 
gewohnter Weise. 

Fraktion 1 bestand fast ausschlieBlich aus Glykokoll. Iso- 
liert wurden 17,4 g reines Glykokoll aus dem salzsauren Ester. 

Fraktion 2 wies neben Alanin und Leucin etwas a-Pyrro- 
lidinkarbonsiiure und Glykokoll auf. 

Isoliert wurden: 11,1 g¢ Alanin, 20 g Leucin, 0,8 g a-Pyrro- 
lidinkarbonsiiure und 0,2 g Glykokoll. 

Die Analysen ergaben folgende Resultate: 


1. Alanin: 0,1889 g Substanz gaben 0,2798 g CO, und 0,1340 g H,O 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 
4),45°)o C und 7,87°/o H. 40,39°/o C und 7,94°/o H. 
Schmelzpunkt 295° (korr.). 


') Alex. Ellinger und Max Gentzen, Hofmeisters Beitriige, 
Bd. IV, S. 171, 1903. 
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2. a-Pyrrolidinkarbonsaure (Kupfersalz der racemisierten Siure) : 
0,214) g wasserfreies Salz gaben 0,0579 g CuO 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,Cu: Gefunden : 
21.81% Cu, 21.59% Cu. 
Fraktion 3. Dieselbe bestand fast ausschlieBlich aus 
Leucin und a-Pyrrolidinkarbonséiure. Die Mengen  betrugen: 
73,5 g Leucin und 13,0 g a-Pyrrolidinkarbonsiaure. 


Das isolierte Leucin hatte folgende Zusammensetzung : 
0.1501 g Substanz gaben 0,3021 g CO, und 0,1320 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO, : Gefunden : 
54,9620 und 9.92% H. 54,88°/o C und 9,85%o H. 
Fraktion 4 und 5 ergaben Glutaminsiiure und Aspa- 
raginsdure, ferner Phenylalanin, und zwar in folgenden Mengen- 
verhiltnissen : 
19,2 ¢ Phenylalanin, 11,0 g Glutaminsiure und 12,7 g 
Asparaginsaure. 
Das isolierte Phenylalanin hatte folgende Zusammensetzung : 
0.1012 g Substanz gaben 0,2430 g CO, und 0,0610 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
65,45%o C und 6,66°%o H. 65,480 C und 6,75°%o H. 
Analyse des Glutaminsiiurehydrochlorates : 
0,1852 ¢ Substanz gaben 0,2200 g CO, und 0,0920 g H,O 


Berechnet fiir C,H,NO,HCI: Gefunden : 
32,71°/o C und 5,45°%o H. $2,450 C und 5,52°/o H. 


Analyse der Asparaginsiure : 

0,4208 g Substanz gaben 0,5576 g CO, und 0,1995 g H,O 
Berechnet fiir C,H,NO, : Gefunden : 
36,09°/o C und 5,26%o H. 36,14°%o C und 5,31°%/o H. 

Serin und Aminovaleriansiure sind unzweifelhaft vor- 
handen. Es gelang aber nicht, gut stimmende Analysenwerte zu 
erhalten. 

Tryptophan ist ebenfalls vorhanden, wie die positive Tryp- 
tophanreaktion eines tryptischen Verdauungsgemisches ergab. 
Cystin ist von K. A. H. Mérner als Bestandteil des Serum- 
globulins nachgewiesen worden. 
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Ovomucoid. 


50 g aus Hiihnereiern isoliertes Ovomucoid ergaben in der 
bekannten Weise hydrolysiert und verestert 32 g Rohester. 

Die Destillation der Ester ergab folgende Fraktionen: 
1.Fraktion: O— 60°(Tp. d.Wasserbades gemessen) bei 14mm Druck: 0,5¢ 


2. »> : 60—100°( » » > ) » 14 » >» :10,0> 
3. > > —100°( > >» > > ) » 05 » » : 20; 


4. > -100—170°( » » Olbades > )»05 > » :130> 
Aus den einzelnen Fraktionen werden isoliert: 
2 g Leucin, 1,2 g a-Pyrrolidinkarbonséure, 2 g Phenyl- 
alanin, 0,9 g Asparaginséure, 1 g Glutaminsiure. 
Leucin: 0,1800 g Substanz gaben 0,1599 g H,O und 0,3595 g CO, 


Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
54,96°%o CG und 9,92°%o H. 54,47°0 C und 9,95°%o H. 


Schmelzpunkt: 299° (korr.). 
a-Pyrrolidinkarbonsiiure: 0,2021 g Substanz gaben 0,3842 g¢ CO, und 
0,1421 g H,O 

Berechnet fiir C,H,NO, : Gefunden : 
C und 7,83°%o H. 51,84°%/o und 7,89°%o H. 
Schmelzpurkt: 209° (korr.). 
Phenylalanin: 0,1021 g Substanz gaben 0,2444 g CO, und 0,0630 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
65,45°/o G und 6,66°/o H. 65,28°/o C und 6,91°%/o H. 
Schmelzpunkt: 282° (korr.). 
Asparaginsiiure : 0,1801 g Substanz gaben 0,2398 g CO, und 0,0855 g HO 


Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 
36,09°/0 CG und 5,26°%o H. 36,31°o C und 5,32°o H. 
Glutaminsiure: 0,1012 g Substanz gaben 0,1499 g CO, und 0,0542 g H,O 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
40,81°/o C und 6,12°/o H. 40,39°/o C und 6,00°%o H. 


Das Ovomucoid gab Millonsche Reaktion. 


Verdauungsversuche. 


Kin ca. 10 kg schwerer Hund wurde 11 Tage auf Carenz 
gesetzt. Am 12ten Tage erhielt er 1 kg ganz fein zerhacktes, 
mageres Pferdefleisch. 7 Stunden nach der Mahlzeit wurde 
das Versuchstier in Chloroformnarkose entblutet, die Bauch- 
hohle rasch ge6ffnet, und die einzelnen Darmabschnitte durch 
Ligaturen gegen einander abgegrenzt und getrennt herauspra- 
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pariert. Der Inhalt der einzelnen Darmteile wurde sofort 
mechanisch sorgfaltig entfernt. Im Magen fand sich ein groBer 
Teil des eingefiihrten Fleisches noch ziemlich unverindert vor. 
Nach Entfernung der koagulablen Eiweibk6rper durch Aufkochen 
des mit Wasser angeriihrten Mageninhaltes wurde das durch 
Auspressen derselben mit der hydraulischen Presse gewonnene 
Filtrat auf Monoaminosauren untersucht. Das Filtrat gab mit 
Ammonsulfat eine starke Fallung und zeigte auch ausgesprochene 
Biuretreaktion. Durch direktes Einengen und wiederholtes Ab- 
iltrieren der ausgeschiedenen Flocken und Fetzeu gelang es 
auch bei wiederholter Behandlung mit Tierkohle nicht, ein kristal- 
linisches Produkt zu erhalten. Es hinterblieb schlieBlich ein 
dicker Sirup, welcher noch ausgesprochene Biuretreaktion gab. 
Mit Phosphorwolframsiure wurde ein bedeutender Niederschlag 
erhalten. Derselbe hinterlie}B nach Zerlegung desselben mit 
Baryt und quantitativer Entfernung des Baryts mit Schwefel- 
siiure einen Kérper, welcher noch starke Biuretreaktion gab. 
Auch durch wiederholtes Losen in Wasser und Umfallen mit 
absolutem Alkohol gelang es nicht, die Biuretreaktion zu ver- 
mindern. Das von Phosphorwolframsiiure durch Baryt befreite 
Filtrat des Phosphorwolframsiureniederschlages zeigte nach 
quantitativer Ausfallung des tiberschiissigen Baryts mit Schwefel- 
siure beim Einengen auf dem Wasserbade keine Kristallisation. 
Ks hinterblieb eine geringe Menge eines zihfliissigen Sirups. 
In allen Fallen wurden, um Verlusten vorzubeugen, die er- 
haltenen Niederschliige von Phosphorwolframsaure mit der hy- 
draulischen Presse ausgeprebt. Es konnte auf diese Weise oft 
bis zu 3/3 des gesamten Filtrates erhalten werden. Kin Teil 
des Filtrates vom koagulierten Mageninhalt wurde im Vacuum 
bei 40° véllig eingeengt. Der Riickstand war zum Teil in Methyl- 
alkohol léslich und lieB sich aus diesem durch Athylalkohol 
zum groSten Teil wieder failen. Ein kleiner Teil blieb in Lésung 
und fiel auf Zusatz von Ather. Die erstere Fiallung zeigte aus- 
gesprochene Biuretreaktion. Die Atherfiillung lie} sich durch 
Auflésen in Methylalkohol und Ausfillen mit Ather in biuret- 
freie Fraktionen trennen. Die Ausbeuten waren leider zu gering, 
um die Natur dieser Verbindungen genauer festzustellen. 
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Der Inhalt des Duodenums wurde mit Wasser verdiinnt 
und filtriert. Das Filtrat zeigte keine Biuretreaktion und gab 
mit Ammonsulfat keine Fallung. Durch direktes Einengen lieBen 
sich nach wiederholter Entfernung ausgeschiedener Flocken und 
nach dem Aufkochen mit Tierkohle Kristalle gewinnen. Diese 
wurden mit der Mutterlauge mit den auf ganz gleiche Weise 
gewonnenen Produkten aus dem Diinndarminhalt vereinigt. Eine 
Probe dieses Kristallbreies wurde in Wasser gelést, mit Schwetel- 
siture bis zu einer Konzentration von 5°/o versetzt und mit 
Quecksilbersulfat gefiillt. Vom ausgeschiedenen Niederschlage 
wurde abfiltriert, im Filtrat das Quecksilber mit Schwefelwasser- 
stoff, und die Schwefelsiure mit baryt entfernt. Die verbleibende 
Fliissigkeit wurde hiernach auf dem Wasserbade mit tiber- 
schiissigem, frisch gefilltem Kupferoxyd gekocht und nach 
stattgehabter Filtration vom ungelésten Kupferoxyd ganz ein- 
gedampft. Der Riickstand wurde mit absolutem Alkohol aus- 
gekocht. Es ging etwas in Lésung, Der so tiberaus charak- 
teristische Geruch nach Pyrrolidin war nicht wahrnehmbar. 
Das in Alkohol unlosliche Kupfersalz wurde mit Schwefel wasser- 
stoff zerlegt. Das durch Durchleiten von Luft von diesem be- 
freite Filtrat des Kupfersulfids hinterlie} beim Eindampfen eine 
kristallinische, in absolutem Alkohol unlésliche Masse. 

Da die isolierten kristallinischen Substanzen zur Bestim- 
mung der einzelnen Verbindungen nicht ausreichten, wurden 
sie mit den aus den beiden anderen Versuchen auf ganz analoge 
Weise gewonnenen Produkten vereinigt. 

Mit Phosphorwolframsiiure lieB sich aus einer Probe des 
filtrierten Diinndarminhaltes ein Niederschlag gewinnen, der 
nach der Zerlegung mit Baryt und quantitativer Entfernung 
des Uberschusses an Baryt keine Biuretreaktion mehr gab. 
Nach seinem duferen Aussehen und seinen Eigenschaften zeigte 
der isolierte Kiérper groBe Ahnlichkeit mit dem aus kiinstlichen 
Verdauungsprodukten isolierten Polypeptid. Die gewonnene Sub- 
stanz wurde zur Feststellung ihrer Zusammensetzung mit den 
auf gleiche Weise aus den beiden anderen Versuchen gewonnenen 
Produkten vereinigt. Aus dem Filtrat der Phosphorwolfram- 
siurefillung, welche zur Vermeidung der Fallung von Mono- 
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aminosiuren stets aus sehr verdiinnten Losungen und mit einem 
(‘berschu8 von Phosphorwolframsiiure herbeigefiihrt wurde, 
konnten nach der Entfernung der Phosphorwolframsiiure mit 
Baryt und quantitativer Fillung des Uberschusses von Baryt 
mit Sehwefelsiure Monoaminosiiuren isoliert werden. 

Was die Ausbeuten an kristallinischen Produkteu anbe- 
langt, so nahm dieselbe, wie kleine Proben zeigten, ziemlich 
rasch gegen das lleum zu ab. Die grébten Mengen fanden sich 
im Duodenum und hauptsachlich im obersten Teil des Jejunums. 

Kin zweiter Versuchshund erhielt nach 48stiindigem Fasten 
730 g fein zerhacktes, mageres Pferdefleisch. Zehn Stunden 
nach der Mahlzeit wurde der Hund mit Chloroform getitet und 
sofort die durch Abbinden voneinander isolierten Darmabschnitte 
herausgenommen und sofort thres Inhalts entledigt. Die Ver- 
arbeitung des Inhaltes erfolgte in genau der gleichen Weise, 
wie eben geschildert wurde. Die erhaltenen Resultate waren 
im allgemeinen dieselben. Aus dem Mageninhalt konnten aller- 
dings nach sorgfiltiger.Entfernung alles koagulablen EiweiBes 
beim direkten Einengen einzelne Kristillchen erhalten werden. 
Dieselben erwiesen sich mikroskopisch und durch die positive 
Millonsche Reaktion als Tyrosin. Die Menge des isolierten 
Tyrosins war aber so geringfiigig, dab die MOglichkeit zugegeben 
werden muh, dal dasselbe eventuell schon im_ verfiitterten 
Fleisch vorhanden gewesen sein kann. Der Inhalt des Duo- 
denums und des Diinndarms gab, nachdem die in Wasser un- 
lOslichen Flocken  abfiltriert worden waren, schwache, aber 
deutliche Biuretreaktion. 

Zu einem dritten, auf ganz analoge Weise durchgefihrten 
Versuche wurde ein ca. 5 kg schwerer Hund verwendet. Der- 
selbe erhielt nach ca. 48stiindigem Hungern 270 g fein ge- 
hacktes Pferdefleisch. Nach 11 Stunden wurde das Tier durch 
Chloroform getitet. Der Magen war leer. Der aus Duodenum 
und Diinndarm gewonnene Inhalt gab keine Biuretreaktion und 
war auch durch Ammonsulfat nicht fallbar. Die Verarbeitung 
des Inhaltes geschah auch hier, wie in Versuch 1 und 2. 

Nie aus allen drei Versuchen erhaltenen kristallinischen 
Produkte wurden nebst den Mutterlaugen zur weiteren Reinigung 
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der Monoaminosiuren in viel Wasser gelost und mit Phosphor- 
wolframsaéure gefallt. Der Niederschlag wurde mit der hydrau- 
lischen Presse ausgepreBt, und das gewonnene Filtrat mit Baryt 
von der Phosphorwolframsaure befreit. Der tiberschiissige Baryt 
wurde mit Schwefelsaéare quantitativ entfernt, und das Filtrat 
vom Baryumsulfat im Vacuum zur Trockene eingedampft. Der 
Riickstand wurde hierauf mit zirka dem dreifachen Volumen 
absoluten Alkohols tbergossen und durch Einleiten von gas- 
formiger Salzsdure gesattigt. Nach ca. 1stiindigem Anwirmen 
auf dem Wasserbade und ca. 24stiindigem Stehen wurde die 
Fliissigkeit im Vacuum wieder eingeengt. Aus dem verbleibenden 
Riickstand wurden die Ester in der gewohnten Weise unter 
starker Kiihlung mit Natronlauge und Kaliumkarbonat in Frei- 
heit gesetzt. Die Ester wurden in der bekannten Weise in 
Ather aufgenommen, getrocknet und unter stark vermindertem 
Druck destilliert. Aus den einzelnen Fraktionen konnten Alanin, 
Leucin, Glutaminsiiure und Asparaginsiiure isoliert werden. 
a-Pyrrolidinkarbonsiure und Phenylalanin konnten nicht mit 
Sicherheit nachgewiesen werden. Auch Glykokoll wurde ver- 
geblich als salzsaurer Ester zu isolieren versucht. 

Die in gewohnter Weise isolierten Produkte gaben folgende 
Analysenzahlen: 


Alanin: 0,3770 g Substanz gaben 0,5590 g CO, und 0,2660 g H,O0 


Berechnet fiir C,H,NO, : Gefunden : 
),45°Jo C und 7,87°o H. 40,43 °/o C und 7,84°/o H. 
Leucin: 0,0900 g Substanz gaben 0,0798 g H,O und 0,1796 g CO, 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
54,969 G und 9,92°%o H. 54,42°/o C und 9,93°o H. 


Glutaminséiurechlorhydrat: 0,1865 g Substanz gaben 0,2221 g CO, 
und 0,0921 g H,O 


Berechnet fiir C,H NO, - HCI: Gefunden : 
32,71°/o C und 5,45°%o H. 32,48°)0 C und 5,53°%o H. 
Asparaginsiure: 0,1812 g Substanz gaben 0,2404 g CO, und 0,0860 g H,O 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
36,09°/o C und 5,26%o H. 36,19°%o C und 5,32%o H. 


Die aus allen drei Versuchen aus der Phosphorwolfram- 
sdurefillung isolierten Produkte wurden mit der dreifachen 
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Menge rauchender Salzsaéure (vom spez. Gewicht 1,19) 6 Stunden 
am Riickflubkithler gekocht, dann im Vacuum zum Sirup ein- 
geengt und in der tiblichen Weise zweimal verestert. 

Beim Einengen der salzsauren alkoholischen Lésung schieden 
sich Kristalle aus, welche sich als Glykokollesterhydrochlorat 
ergaben. 

Bei der Destillation der Ester wurden die gewohnten 
Fraktionen erhalten. Das Hauptaugenmerk wurde auf die a-Pyrro- 
lidinkarbonsaure und auf das Phenylalanin gerichtet. Es gelang, 
beide zu isolieren, und zwar im Verhiltnis zu den _ iibrigen 
Monoaminosiiuren in ganz betriichtlichen Mengen. 


Die Analysen ergaben folgende Resultate : 
0.1593 g Substanz gaben 0,3820 g CO, und 0,0949 g H,O 


Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
63,45°/o C und 6,66°/o H. 65,39%o C und 6,67°%/o H. 
0.1904 g Substanz gaben 0,2540 g CO, und 0,1002 g H,O 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,Cu -+ 2H,0: Gefunden : 
36,63 °/o C und 6,10°o H. 36,38°/o C und 5,89°/o H. 


In allen drei erwiihnten Versuchen wurde der Magen 
sowohl als der Diinndarm nach sehr sorgfiltiger Abspiilung 
des Speisebreies sofort nach der Gewinnung des Inhaltes in 
-chwach angesiiuertem Wasser aufgekocht. Aus der Magenwand 
konnten in den beiden ersten Versuchen biuretgebende Ver- 
bindungen isoliert werden. Das Extrakt wurde mit Phosphor- 
wolframsiure gefillt. Der frei gemachte Niederschlag gab deut- 
che Biuretreaktion. Im Filtrat des Niederschlages lieben sich 
keine kristallinischen Produkte nachweisen. Im dritten Versuch 
gingen fast biuretfreie Kérper in das Wasserextrakt tiber. In 
allen drei Untersuchnngen konnten aus dem Darme keine biuret- 
gebenden Wasserextrakte erhalten werden. Mit Phosphorwolfram- 
siure erfolgte eine starke Fiéllung, die beim Zerlegen mit Baryt 
biuretfreie Produkte hinterlieBen. Aus dem Filtrat vom Phos- 
phorwolframsiiureniederschlag lieBen sich keine kristallinischen 
Produkte gewinnen. 

In allen drei Versuchen wurde auch das Blut, welches in 
Fluornatriumliésung aufgefangen worden war, untersucht. Dasselbe 
wurde mit 10°/oiger Kochsalzlisung versetzt und nach Zusatz 


Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. 4 


* 
; 


5O Emil Abderhalden, 


von wenig verdiinnter Essigsiiure rasch erhitzt und vom koagu- 
lierten Eiweif abfiltriert. Das Filtrat gab ganz schwache Biuret- 
reaktion. In zwei Fallen lieB sich durch nochmaliges Ansiiuren 
der neutral reagierenden Fliissigkeit und nochmaliges Aufkochen 
ein absolut biuretfreies Filtrat gewinnen. In einem Fall zeigte 
das Pfortaderblut auch nach dieser Behandlung eine deutliche 
«blaue» Biuretreaktion. 

Im ersten Versuche wurden 500 ccm enteiweibtes Plasma 
mit Normalnatronlauge schwach alkalisch gemacht und mit einer 
iitherischen LoOsung von 5 g B-Naphtalinsulfochlorid  versetzt 
und geschiittelt. Beim Ansiuren der von der iitherischen Schicht 
vetrennten, filtrierten wiisserigen Losung eine schwache 
Triibung auf. Kristallinische Produkte konnten nicht gewonnen 
werden. 

Von den drei Versuchstieren wurde die Leber und die 
Milz mit der Fleischhackmaschine zerkleinert, der Brei mit 
Wasser angeriihrt, mit Toluol versetzt und bei 37° sich selbst 
iiberlassen. Nach erfolgter Lo6sung des gréften Teils des Ge- 
misches wurde die ganze Masse aufgekocht und filtriert. Das 
Filtrat gab mit Phosphorwolframsiiure einen voluminésen Nieder- 
schlag. Derselbe gab, mit Baryt zerlegt, keine biuretreaktion. 
Im Filtrat des Phosphorwolframsiiureniederschiages lieben sich 
grobere Mengen von Monoaminosiiuren nachweisen. Es unter- 
liegt keinem Zweifel, dab auch die Autolyse zu keiner totalen 
Aufsprengung des EiweiSimolekiils fithrt. Leider sind «quantitative » 
Bestimmungen der Spaltprodukte auch nicht annihernd méglich. 


Harnuntersuchungen. 


1. Der Urin stammte von einem 68 jihrigen Maler,!) Po- 
tator. Die Urinmengen waren gering, Zuckergehalt ca.3,5°/o. Kein 
Aceton und keine Acetessigsiiure. Gegen Ende der Krankheit, 
welche im wesentlichen von Myocarditis und Arteriosklerose 
beherrscht wurde, trat eine Phneumonie hinzu mit unregelmaBbigen 
Fiebersteigerungen. Die Sektion ergab: Arteriosklerose, Myo- 
Fir die liebenswiirdige Uberlassung von Material diesen 


Versuchen sage ich Herrn Prof. Dr. Grawitz auch an dieser Stelle 
meinen herzlichsten Dank. 
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carditis, beiderseitige Schrumpfnieren mibigen Grades, Pheumonie 
des rechten Unterlappens. Rechts hinten unten fand sich auber- 
dem ein von dicken Schwarten umgebenes Empyem. Das Pankreas 
war unverdindert. Der untersuchte Harn war am Todestage 
entleert worden. Die zur Untersuchung verwendete Menge 
betrug 300 cem. Der filtrierte Harn wurde mit wenig Normal- 
kalilauge alkalisch gemacht, mit einer atherischen LOsung von 
8-Naphtalinsulfochlorid auf der Schiittelmaschine  geschiittelt. 
Sehr bald schied sich ein schwer l6sliches Kalisalz in grOBerer 
Menge ab. Dieses wurde abfiltriert. Das vom Ather gefillte 
Filtrat gab beim Ansiiuren mit Salzsaure eine deutliche Triibung. 
Kine Kristallisation war nicht zu erreichen. 

Die Menge des ausgeschiedenen Kalisalzes betrug 2.2 g. 
Dasselbe wurde aus heifem Wasser umkristallisiert. Die Ver- 
bindung schied sich beim Abkiihlen in Néadelchen ab. Sie gab 
keine Millonsche Reaktion. 

Die freie Siiure wurde aus der wiasserigen Losung durch 
Umsetzen mit Salzsiiure erhalten. Dieselbe liste sich im Wasser 
auch beim Erwiirmen nur wenig. <Aus_ heifem_ verdiinnten 
Alkohol kristallisierte das B-Naphtalinsulfon in feinen Niidelchen. 
Die Verbindung bildete bei 100° ein ziihes Ol, bei 120° ver- 
fliissigte sich dasselbe, bei 145° schiiumte das Ol aut. Beim 
Erhitzen der Verbindung mit der 10fachen Menge Salzséure 
ispez. Gew. 1,19) auf 110° wihrend drei Stunden wurde freies 
Tyrosin erhalten. 

Die B-Naphtalinsulfoverbindung gab folgende Analysen- 
zahlen: 


0,1629 g Substanz gaben 0,0627 g H,O und 0.3683 ¢ CO, 
Berechnet fiir (C,gH,;SO,), - CgH,NO, : Gefunden: 
62,03° 0 C und 4,09%o H. 61.66% C und 4.31% H. 
Daf die isolierte Verbindung trotz der wenig gut iiber- 
cinstimmenden Analysenzahlen ein Di-8-Naphtalinsulfotyrosin 
CH, - CH, - CH COOH NH - SO, C,,H,) 
war, zeigt die Analyse der freien Siiure: 
Berechnet fiir CjH,,NO,: Gefunden : 
D9,66°o Cound 6.07%. H. Cound 618° H 


{* 


O177L Substanz gaben 0.3869 ¢ CO, und 0.0977 ¢g H,O 


= 
4 
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2. Der von einer 26jahrigen Erzieherin stammende Urin 
enthielt 5'!2°/o Zucker, sehr reichlich Aceton und Acetessig- 
siure, keine B-Oxybuttersdure. Die Sektion ergab nichts Beach- 
tenswertes. Aus dem Urin konnte bei einer Untersuchung 
(500 ecm Urin) kein Naphtalinsulfon erhalten werden. Bei einer 
zweiten Untersuchung wurde der Urin von 101 auf 11 im 
Vacuum eingeengt. Beim Ansiuren des mit B-Naphtalinsulfo- 
chlorid behandelten Urins trat starke Triibung auf. Die auf Eis 
erstarrende Masse liefi sich auch mit LOsungsmitteln nicht rein 
erhalten. 

3. 51 von einem schweren Diabetiker stammender Urin 
(5%/o Zucker) gaben keine Spur eines B-Naphtalinsulfons. 

4. Wihrend des Comas wurde bei einem schweren Dia- 
betiker eine deutliche Millonsche Reaktion beobachtet, welche 
nach Ablauf des Comas giinzlich verschwand. Es konnte auch 
ein schwer lésliches Natronsalz eines B-Naphtalinsulfons isoliert 
werden. Offenbar lag auch hier Tyrosin vor. Wahrend der 
Urin wiihrend des Comas stets f-Naphtalinsulfoverbindungen 
gab, blieb der der Reaktion unterworfene Urin in der Zwischen- 
zeit beim Ansiiuern stets vollig klar. 

5. In einem Fall von schwerer Lebercirrhose fiel die 
8-Naphtalinsulforeaktion sehr stark aus. Es gelang aber nicht, 
die isolierte Verbindung zur Kristallisation zu bringen. Der 
untersuchte Urin enthielt kein Eiweif und auch keine Albumosen. 
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Von 
Hans Euler. 


(Aus dem chem. Laboratorium der landwirtschaftlichen Hochschule zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Februar 1905.) 


Die Frage, ob die Enzyme wesentlich denselben Gesetzen 
gehorchen wie die gelésten anorganischen Katalysatoren, ist 
bekanntlich verschieden beantwortet worden. Abweichungen 
von den Gesetzen der Reaktionskinetik hat man bei allen bis 
jetzt untersuchten Fermenten gefunden. Die Abweichungen 
kénnen durch den kolloidalen Zustand der Enzyme bedingt sein, 
ist doch hier die Grundlage der Reaktionskinetik, die Giiltigkeit 
der osmotischen Gesetze, unsicher. Fiir die Geschwindigkeit 
der Kolloidreaktionen kénnen auferdem andere Grofen in Be- 
tracht kommen, als fiir Reaktionsgeschwindigkeit in echten 
LOsungen. 

Nun sind auch die Resultate der verschiedenen enzymo- 
logischen Untersuchungen nicht ohne weiteres vergleichbar. 
Viele derselben, besonders die friiheren, sind im heterogenen 
System ausgefiihrt worden. Man konnte dies zwar von allen 
Reaktionen behaupten, bei welchen Kolloide  beteiligt sind. 
Indessen braucht die Homogenitét der kolloidalen Lésungen 
hier nicht diskutiert zu werden: den Unterschied zwischen 
solehen Reaktionen, bei welchen die beiden Medien durch eine 
Membran getrennt sind, durch welche das Substrat zum Enzym 
diffundieren und Reaktionen, bei welchen eine solche 
trennende Schicht nicht besteht, wird jedermann als so erheblich 
anerkennen, dafi man jedenfalls nicht von vornherein die gleichen 
Gesetze zu finden erwarten darf. Selbst wenn beide Systeme 
heterogen sind, so sind sie es in ganz verschiedenem Grad 
und Sinn. 
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Die Reaktionsgesetze der alkoholischen Giirung des Zuckers 
sind von J. H. Aberson!) an lebender Hefe und von R. 0. 
Herzog?) an Acetondauerhefe studiert worden. In beiden Fillen 
geht die Reaktion im Innern der Zellen vor sich, wohin der 
Zucker durch Diffusion gelangen mub. Die Deutung der Er- 
gebnisse wird dadurch nicht einfach, wie auch Herzog?) in 
einer spiiteren Ausfiihrung sagt. 

Die Bedingung der Homogenitét ist, jedenfalls sehr viel 
weitgehender, im Buchnerschen Prefsaft erfiillt, und E. Buch- 
ner hat auch auf die Notwendigkeit hingewiesen, an demselben 
die Gesetze der Zymasewirkung zu studieren.*) Die folgenden 
Versuche sind in seinem Laboratorium ausgefiihrt, und = ich 
spreche Herrn Prof. Buchner auch an dieser Stelle fiir die 
Mitteilung seiner reichen Erfahrungen auf dem Gebiet der 
Giirungschemie meinen besten Dank aus. 

Beschleunigt die Zymase die alkoholische Girung des 
Traubenzuckers wie ein Katalysator nach Ostwaldscher De- 
finition in homogenem System, so sind in Losungen, welche 
Zymase und Dextrose enthalten, folgende Beziehungen zu er- 
warten: 

1. Bei gegebener Konzentration der Zymase: Proportiona- 
litiit zwischen der in jedem Moment vergorenen Zuckermenge 


*: und der Konzentration des Zuckers; es soll also, wenn a die 
e Anfangskonzentration des Zuckers und x die zur Zeit t um- 
gesetzte Menge desselben bedeuten, der Ausdruck 
a 1 a 
t a—x 


konstant sein, also unabhiangig von der Zeit t und der An- 
fangskonzentration a des Zuckers. 

2. In Analogie mit der Inversion des Rohrzuckers durch 
Salzsaiure: Proportionalitéat zwischen der Konzentration der Zy- 
mase (des PreBsaftes) und der Reaktionskonstanten k. 


‘) Rec. Trav. chim, d. Pays-Bas, Bd. XXII, 5. 78, 1903. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 149, 1902. 
* ‘) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 416, 1904. 
: *) Ber. d. d. chem. Gesellschaft, Bd. XXXVII, S$. 423, 1904. 
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Bevor an die Priifung dieser Beziehungen gegangen werden 
konnte, wurden einige Vorversuche notwendig, iiber die zuniichst 
berichtet werden soll. 


Versuchsmaterial und Methoden. 


Der Hefeprefsaft wurde aus untergiiriger Bierhefe*) in 
der von E. Buchner angegebenen Weise dargestellt: in betreff 
der methodischen Einzelheiten kann ich auf die bekannte Mono- 
sraphie?) dieses Verfassers verweisen. Die Qualitét der Hefe war 
sehr wechselnd; Safte von hoher Girkraft konnten nur 3 mal 
erhalten werden. (Vers. Nr. 6, 7 und 9.) 

Bei samtlichen hier mitgeteilten Versuchen war die ge- 
waschene, abgepreite und gesiebte Hefe nach der Angabe von 
E. Buchner und 8S. Mitscherlich*) durch 3—4stiindiges 
Trocknen in dtinner Schicht bei 40° glykogenarm gemacht 
worden. In 4 Praéparaten war die Selbstgirung des Prelisaftes 
bestimmt worden: es entwickelten 20 ccm Prefsaft innerhalb 
6 Stunden bei 22° durchgehends weniger als 0,005 g CO,: 
eine Beeinflussung meiner Versuchsergebnisse durch die Selbst- 
cirung des Prefsaftes ist also ausgeschlossen. Der durch das 
Kintrocknen der Hefe verursachte Wasserverlust wurde durch 
entsprechenden Wasserzusatz vor oder wiihrend des Zerreibens 
der Hefe ganz oder teilweise ersetzt. Mehrmals wurde der Saft 
liber Nacht in gefrorenem Zustand aufbewahrt und am folgenden 
Tag aufgetaut und angewandt, nachdem die oberste giirschwache 
Schicht entfernt worden war. *) 

Bei einigen Versuchen (Nr. 12a und b) wurde der Preb- 
mit Aceton gefallt und mit der AuflOsung dieses Dauer- 
praparates gearbeitet. 

Zur Garung habe ich nur Dextrose und zwar Kahl- 
baums reinstes Priaparat angewandt. Der Zucker wurde dem 


1) Fiir die Uberlassung derselben bin ich der Schultheif-Brauerei 
in Berlin zu Dank verpflichtet. 

2) E. Buchner, H. Buchner, M. Hahn, Die Zymasegahrung, 1903. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 554, 1904. 

*) Vergl. J. Meisenheimer, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI], 
S. 523, 1903. 


56 Hans Euler, 


Prefsaft meistens in Form einer Losung zugesetzt, um augen- 
blickliche Mischung und eine rasche und gleichmabige Dosierung 
zu erzielen. Jeder Losung wurden 0,2 ccm Toluol zugesetzt. 

Der gréfte Teil der friiheren Versuche tuber den zeitlichen 
Verlauf der alkoholischen Girung ist gewichtsanalytisch aus- 
gefiihrt worden, nimlich durch wiederholte Wagung eines die 
Girfliissigkeit enthaltenden Erlenmeyerkodlbchens mit auf- 
gesetztem Garventil nach Meifl und Gummischlauchventil. 
Ktwa 2/3 der spiter mitzuteilenden Versuche sind nach dieser 
Methode ausgefiihrt, die sich durch ihre Einfachheit empfiehlt. 
Die Kélbchen befanden sich bei meinen Versuchen meist im 
Luftthermostaten (Brutschrank) bei 22° oder 27°. Die Tempe- 
raturschwankung wiihrend der mittleren Versuchsdauer betrug 
etwa 0,2°. Die bei jeder Versuchsreihe angegebene Temperatur 
ist das Mittel aus etwa halbstiindigen Ablesungen. Die vorher 
mit Inhalt gewogenen Koélbchen befanden sich etwa 1 Stunde 
im Thermostaten, bevor die erste zur Berechnung verwendete 
Wiigung (Zeit 0) gemacht wurde. Die spateren Wagungen 
wurden durch vorheriges Auflegen der Gewichte so viel als 
moglich verkiirzt. Zufolge der hohen Zimmertemperatur (20—23° ) 
war die Abkiihlung der Kolbchen wiahrend der Wiagung sehr 
gering. Da ferner alle mit einander zu vergleichenden Versuche 
stets gleichzeitig und in gleicher Weise ausgefiihrt wurden, so 
liegen die durch Temperaturschwankungen entstehenden Fehler 
innerhalb der Grenzen, welche durch das Versuchsmaterial 
bedingt sind. 

Um die Konstanz des Ausdrucks In priifen, 
durfte natiirlich diese Methode nicht verwendet werden. Hier 
habe ich eine gasometrische Methode angewandt, durch welche 
ich auch die GréBe der bei der Wiigung auftretenden metho- 
dischen Fehler kennen lernen wollte. 

Die Erlenmeyerkoélbchen befanden sich hier in einem 
groben Wasserbad, dessen Temperatur auf '/10° konstant ge- 
halten werden konnte. Dieselben waren durch Kapillarrdhren 


') Vergl. Buchner, Zymasegarung, 5. 82. 
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mit dem oberen Ende von Gasbiiretten verbunden: durch Glas- 
hihne konnte der Inhalt der Erlenmeyerkoélbchen mit den 
Biiretten und mit der Aufenluft in Verbindung gesetzt werden. 
Als Sperrfliissigkeit wurde Quecksilber angewandt, um die Kohlen- 
siiureentwicklung unter bedeutendem Unterdruck vor sich gehen 
zu lassen und so Fehler durch Ubersattigung zu vermeiden. 

Durch die ersten Versuche mit der eben beschriebenen 
Anordnung war festgestellt worden, da trotz eines Unterdrucks 
(yon etwa 350 mm Hg) eine erhebliche Ubersiittigung an Kohlen- 
siiure eintrat, wenn nicht kriiftig geschiittelt wurde. 

Es wurde nun zuniichst bestimmt, welche Ubereinstimmung 
zwischen zwei unter ganz gleichen Bedingungen ausgefiihrten 
Wiigeversuchen erzielt werden konnte, wenn ungefihr jede 
halbe Stunde und auberdem unmittelbar vor der Wagung kraftig 
geschiittelt. wurde. 

Ich teile zunaéchst 2 Versuchspaare mit. 

In der niachsten und allen folgenden Tabellen ist ange- 
geben unter 

t die Zeit in Minuten, welche von der ersten Messung ab 
verflossen ist; 

x die zur Zeit t entwickelte Menge Kohlensi&ure, aus- 
gedriickt in g oder ccm (letztere reduziert auf 760mm und 20°C.) ; 


a—x die Menge Kohlensiiure, welche noch entwickelt 
werden kann unter der Voraussetzung, daf die Reaktion voll- 
standig nach der Gleichung 2C,H,,0, = 4CO, + 4C,H,0O ver- 
lauft ; 1) 


i a 
k die nach der Formel = In —_— berechneten Konstanten, 


ausgerechnet mit dekadischen Logarithmen. 


Direkt vergleichbar sind nur diejenigen Versuche, die gleich- 
zeitig und mit dem gleichen Prefisaft angestellt sind. Solche 


') Die Reaktion braucht natiirlich nicht wirklich zu Ende zu gehen; 
der Voraussetzung ist geniigt, wenn der Zucker (praktisch) durch keine 
Nebenreaktion verbraucht wird, und kein mefhbares Gleichgewicht zwischen 
dem Zucker und seinen Reaktionsprodukten eintritt. Fiir ein solches ist 
bis Jetzt ein sicherer Nachweis nicht gefiihrt. 


4 


Versuche sind im folgenden mit der gleichen Nummer be- 


zeichnet. 


Nr. ia. 


4 g Glukose, 20 ccm Prefisaft. 
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Temperatur = 22°. 


Nr. 1b. 


4 ¢ Glukose, 20 ccm Prefsaft. 


| xg | a—x | 
| | | 
| 
| o | 180 
256 157 23 
367 030) 1,50) 24 
427 | 0,36 | 144 | 23 
| 0.43 | 137 | 23 
1427 | 081 | 099 | (1,8) 
260 0.96 | 084 (41,2) 
| 225 


schlag bildet. 


Zum gleichen Resultat fiihrte die zweite Versuchsreihe. 


| 


t | xg |a—x! k-10! 


342! 028] 1,52 | 215 
034] 146 | 2,2 
525. 0,40) 1,40 21 
1457 | 0,85} 095 | (1,9) 
2570 | 1,02} 0,78 | (1,4) 


Diese Vorversuche zeigten, dah sich die Geschwindigkeit 
des Girungsvorganges etwa im zweiten Fiinftel der Reaktion 
durch eine Konstante erster Ordnung ausdriicken labt. Nimmt 
man fiir diesen Teil die Mittelwerte der Konstanten, so ergeben 
7 sich nahe iibereinstimmende Werte, namlich 2,25 und 2,14. In 
der zweiten Hiilfte der Reaktion nimmt die Geschwindigkeit 
stark ab: die Abnahme wird hauptsichlich von der Schidigung 
der Zymase herriihren; dies diirfte um so weniger zweifelhatt 
sein, als sich in diesem Teil der Reaktion ein starker Nieder- 


(Temp. = 22,2°, Kolben im Wasserbad.) 


d 


= 
| 
= 
| 
0 | | 180) — 
254 1,59 | 
( 
I 
| 2,44 
9 
a 
Aye 


Chemische Dynamik der zellfreien Garung. oy 


Nr. 2a. Nr. 2b. Nr. 2c. 
4¢Glukose, 20 ccm Saft. | 4 g Glukose, 20 ccm Saft. | 4 ¢ Glukose, 20 cem Saft. 


| - | | 
{ x ja — xik - 104 t x la t | x ja—xk-10¢ 
| | 


| 1800 0 | “1,820 0; — 1,800 
7) 0,078 1,722 240 | 112 0,108 1,712 2.37 | 90 0,096 1,704 2,64 
315 0.299 1,501 2.51 262 0,250 1,570 2.45 | 370 0,370 1,430. 2,70 
379 0,360. 1,440. 2.56 442) 0,396 1,424 244 417, 0,410 1,390) 2,69 
505 0460 1,340 2,54 | 517 0,463 1,357, 2,47 606 0,553 1,247 2.63 
[024 0.779 1,021 2.41 | 1366 0,915 0,905 (2,22) 1399 0,928 0.872 (2,25) 
1180 0.810 0,990 (2,20) | 1938, 0,960, 0 860 (1.68) 1892 1,000. 0,800. (1,86) 
MH 0,899 0,901 (1,95) | | | 
2119 0,955, 0,845. (1,55) | | | | | 
| | 


| 


Auch iltere Versuche von E. Buchner lassen sich in 
gleicher Weise berechnen und bestitigen obigen Befund. («Zy- 
masegérung», Tab. XLI, S. 152. 


Nr. 310. Nr. 311. Nr. 313. Nr. 315. 


a—x'k- 104 t ja—xik- 104 
0 054; — | 0 257/ — | 0 £40 | 
240, 0,37} 68 | 240100) 22 | 240240 12 | 240 424 6.6 
510.0,25! 65 | 5100,78) 34 | 510220 13 10 4,05, 7,0 
0,22/ 59 | 660067! 34 | 660209 13 660 
1440 015) (8,8) [1440 0,41 31 | 1440 1,74) 1,2 | 1440 388 | 6,6 

| 


| 
t ja—xik-104] 
| 


| 

0,11 | (2,4) 2880 0,35 1,8 | 

Es war hiernach noch zu fragen, ob fiir die Konstanten, 
welche die Wagemethode und die volumetrische Methode liefern, 
auch innerhalb der Beobachtungsfehler die gleichen Werte ge- 
funden werden. 

Durch folgende Versuche wird diese Frage bejaht, metho- 
dische Fehler liegen also hier nicht vor. 


7 
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Nr. 3. (Temperatur = 23°.) 


Volumetrische Versuche. 
a) b) 
3 g Glukose in 10 ccm Lésung, 20 cem Saft. 


t xecm | a—x “k- 104 t xcem | a—x |] k-104 | 
0 0 790 ab 0 0 770 on : 

198 81 709 2.37 155 59 711 2.23 
237 | 90 | 700 | 221 | 236 83 | 687 211 | 
323 | 118 672 217 | 335 | 118 652 2 165 | 
413 | 146 644 2.15 469 | 155 615 2.08 | 
| 2.29 214 

| 
Wigeversuche. 
C) 
3 g Glukose in 10 ccm Loésung, 20 ccm Saft. 

t x unkorr. (a—x) | (a—x) k- 104 (a — x)’ k’- 104 \ 
unkorr. korr. korr. 

0 0 1,425 | 1,410 on 1,440 
140 0,087 | 1,338 | 1,310 2.28 1,340 2.23 
218 0,125 1,300 1,272 2,08 1,301 2,02 > 
349 0,204 1,221 1,191 2,10 1,221 2,05 ae, 
457 0,258 1,167 1,137 2.04. 1,167 2,00 zz 

2.07 

d) 

t x unkorr (a—x) | (a— x) k-104 (a — x)’ k’- 104 , 
unkorr. korr. korr. k 

0 0 1,420 1,408 1,432 
2030123 1,297 1,275 212 1,299 2.08 
357 «0,199 1,221 1,197 1,97 1,221 1.94 
459 0.261 1.159 1,135 | 204 | 1,159 2.00 

| 2,04 2.00 


: 
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Da bei der zweiten Wiigung (Zeit 0) im Meiblkolben 
sich teilweise noch Luft tiber der Losung befindet, so muB, 
wenn nicht lange zwischen dem Zusatz des Prebsaftes und der 
Ausgangswagung gewartet wird, hierfiir eine Korrektion an- 
sebracht werden. Die bis zur Zeit 0 direkt gefundene Gewichts- 
abnahme ist unter der Annahme, dafi bis dahin nur Luft ver- 
Dichte der Kohlensiiure 
Dichte der Luft 
multipliziert. Die folgenden Gewichtsabnahmen sind mit dem 

Dichte der Kohlensiiure 
Dichte des Gasgemisches 

Versuchen betrug das Gasvolumen tiber der F liissigkeit 30—50 ccm. 
Wie eine einfache Rechnung zeigt, ist die Korrektion schon zu 
vernachlaéssigen, wenn etwa 0,1 g CO, entwickelt worden sind. 
Man erhalt so die Werte x korr. und (a—x) korr. 

In Fallen wie dem vorhergehenden kann einfacher auf 
konstante Fiillung des Gasraums mit Kohlensiure korrigiert 
werden; man erhalt dann (a—x) korr. und k‘: weder die 
»Konstanz noch der absolute Wert von k wird dadurch wesent- 
lich geandert. 

Die volumetrischen Messungen sind von diesen etwas un- 

 sicheren Korrektionen unabhangig. Es kommt hier nur die 
Sittigung mit Kohlensiiure in Betracht, die, wenn die Ab- 
lesungen nicht zu kurze Zeit nach der Mischung begonnen 
werden, bereits zur Zeit O erreicht ist und dadurch die Resul- 
tate nicht beeinflubt. 

Die volumetrische Messung bietet Vorteile, wenn die Kohlen- 
sdureentwicklung gering ist, wenn der anfangliche Verlauf der 
Reaktion untersucht werden soll oder wenn mit kleinen Zucker- 
konzentrationen gearbeitet wird. Beide Methoden liefern, wie 
ersichtlich, berechenbare Resultate. 

Es wire eine erwiinsehte Kontrolle, wenn neben der Ent- 
wicklung ‘der Kohlensiiture auch das Verschwinden des Zuckers 
messend verfolgt wiirde. Von den dafiir in Betracht kommenden 
Methoden habe ich die polarimetrische mehrfach versucht. Erst 
bel meinen letzten Versuchen ist es mir gelungen, einen Preb- 
saft herzustellen, welcher geniigend giirkraftig und gleichzeitig 


driingt wurde, mit dem Quotienten 


zu multiplizieren. Bei meinen 
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so durehsichtig war, daf er, mit dem gleichen Volumen Zucker- 
losung verdiinnt, in 1 dm langer Schicht beobachtet werden 
konnte. 

Weitere Versuche in dieser Richtung erscheinen keinen- 
falls aussichtslos.!) Sie sollen in dem Laboratorium der Berliner 
landwirtschaftlichen Hochschule fortgesetzt werden. 

Auch der Prebsaft selbst wurde auf seine Drehung unter- 
sucht, und zwar 

glykogenhaltiger PreBsaft aus frischer Hefe und aus Aceton- 
dauerpriparat, 

glykogenarmer Prefsaft, und 

Losungen von Acetonprefsaftfillung. 

Auch hier wurden die Messungen durch die Triibung der 
Losungen sehr erschwert. Indessen steht fest, dali die Drehung 
in keinem Fall mehr betrug als + 0,5°. 

Es bestiitigt sich also der auffallende Befund von Wr6éb- 
lewski,?) der PreBsaft, obwohl reich an EiweiSstoffen, 
Glykogen ete., die Polarisationsebene nicht oder sehr 
wenig dreht. 


Aus der gefundenen Konstanz des Ausdruckes = In —— 
In der ersten Halfte der Reaktion glaubte ich weitgehende 
Schliisse nicht ziehen zu diirfen. Diese Konstanz konnte durch 
Superposition mehrerer Einfliisse, wie etwa Reaktionsverzogerung 
dureh den entstehenden Alkohol u. a., zufallig hervorgerufen sein. 

Die in der zweiten Hilfte der Reaktion so stark hervor- 
tretende ZerstOrung der Zymase (besonders durch proteolytische 
Enzyme) wird in geringerem Grad bereits in der ersten Hilfte 
der Reaktion eintreten und kann den Gang der Konstanten 


') Zur Orientierung seien folgende Zahlen milgeteilt : 


| Drehung in Graden k 
0) 10,3 
1O80 92 4,5-107° 


Kin Parallelversuch durch Wiigung ergab: k = 3,6: 
2) Journ. pr. Chem. (2), Bd. LXVI, S. 5, 1901. 
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beeinflussen. Kleinere Abweichungen von der einfachen logarith- 
mischen Kurve werden sich also nicht bestimmt feststellen 
lassen, die Loésung ist zu veriinderlich und zu wenig rein. 

Wohl aber erlauben die Mittelwerte der Reaktionskoeffi- 
zienten zu Anfang der Reaktion, die Reaktionsgeschwindigkeiten 
unter verschiedenen Konzentrationsbedingungen quantitativ. zu 
vergleichen, wie dies van ‘t Hoff!) und A. A. Noyes?) vor- 
geschlagen haben. 

Es wurde also bei allen folgenden Versuchen (abgesehen 
von denen mit sehr verdiinnter Zuckerlésung) nur die Geschwin- 
digkeit im ersten Drittel der Reaktion ermittelt, wo letztere 
ohne Zweifel relativ ungestOrt verliiuft. 

Ich lasse nun die einzelnen Versuchsreihen folgen. 


Versuche. 


I. Vier Versuchsreihen iiber den Einfluf{ der Zuckerkonzentration. 


Nr. 4 (Temperatur == 27,1°.) 


a) b) 
20 ccm Saft -+- 8 g Glukose in 20 cem Lésung. 


x g a—x | k-10° | xX g a—x |k-10° 
| | | | | | 
— | hak 3,909 | — — | — | 3,909 | es 
0 — | 3900 | — O | — | 3900 | = 
161 0,078 3,822 | 544 160 5,38 
260 | 0120 3,780 524 | 257 | 01195, 3780s | 5,24 
358 | 0,161 | 3,739 | 511 | 355 | 0159 | 3781 | 5,05 
404 | 0181) 3,719 | 5,10 | 404 0,180 | 5,10 
5,21 | | 
i 


k-105 = 5,20. 


') Etudes de dynamique chimique, S. 83 ff. 


*) Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. XVI, S. 546, 1895. Vergl. Ost- 
wald, Lehrb. d. allgem. Chem. (2. Aufl.) 2, Il, S. 236. 
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d) 
20 com Saft -+- 2 g Glukose in 20 ccm Lisung. 

x g a—x | k-10¢ t x g a—x | k- 104 

| | 

— | — | 0977 

0 | 0 | 0968 | — 0 0 0,962 | — 
167 | 00855 08825 | 240 | 153 | 0081 | 0.881 2.50 
240 | 0123 | 0,845 2.46 } 260 | 0123 | 0.839 | 227 
332 | 0152 | 0,816 229 | 331 | 0,182 | 0,780 | 2,75 

| 2.38 | | 2,51 
k-104 = 244, 
a) Nr. 5. (Temperatur = 30°.) b) 
20 ccm Saft -+- 8 g Glukose in 20 ccm Liésung. 
x ccm a—x k + 10° x ccm a-——x | k-10° 
| 
— | 2151 2151 

0 | | 2070 0 2120 
200 |; 28 | 2042 |; 2,95 | 210 30; 2090 3,00 
480 53 | 2017 | 235 | 307 38 2082 2.54 
573 69 2001 2.58 450 49 2071 2.22 

1000 gs 1972 | 241 — 116 | 2006 | 
1220 115 195d | 2.04 | 2,58 
| | 2,44 | 
| | | 
k-105 == 2,50. 
Cc) d) 
20 cem Saft + 2 g Glukose in 20 ccm Lésung. 

t x ecm a—x k- 104 t x ccm a—x | k-104 
sin _ 538 538 
0 0 520 res 0 0 520 ~ 

200 27 493 1,16 | 190 28 492 1,26 

301 42 47 1.25 | 321 47 473 1,25 

465 66 44 1,26 | 470 62 458 1,17 

561 77 443 124 | 57 72 448 1,16 

92: 113 407 115 | 930 110 410 111 
k-104 = 1,20. 
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Nr. 6. (Temperatur = 28,2°.) 


a) und c) und d) 
20 ccm Saft + 8 g Glukose in 20 ccm Saft -+- 2 g Glukose in 
20 cem Lésung. 20 ccm Loésung. 

t | xag k- 104 Xe g | Xd g | a—x/k-10* 

— o| o | oO | 0968; — 
140! 0,29 | 0,28 | 3,57 | 2.43 129 0.250) 0.246) 0,720) 10,4 

| | 
0,47 | 0,46 | 3,37 | 2.01 206 0,340 0,356) 0,620) 94 
403} 0,60 | 0,60 | 326 | 1,82 276 | 0,469 0,462 0,503 10,3 
493) 0,72 | 0,70 | 315 1,79 0430) 94 

| 2.00 | 99 

| 
Nr. 7. (Temperatur = 30°.) 
a) by) 
20 ccm Saft + 8 g Glukose in 20 ccm Saft -+- 2 g Glukose in 
20 ccm Loésung. 20 ccm Lésung. 
{ |xa cem|xb ccm} a—x|k- 104 ccm| a —x}k- 104 


| 

o | | — o | o | — 
139 142 | 2001 | 149 177| 142 | 142 | 390 | 7,60 
314) 210 | 215 | 1929) 1,45 233/ 181 | 179 | 352 | 7,70 
325| 241 243 | 1900 | 1,60 340 235 | 230 | 300 | 7,31 
424) 287 | 1852 | 149 372 252 248 | 282 | 742 
| 1,51 383/ 260 | 251 | 276 | 7,47 
| | | 7,50 


') Die Wagungen je zweier Kontrollversuche sind unmittelbar nach 
einander ausgefiihrt. Unter t ist die mittlere Zeit der beiden Wagungen 
angegeben. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. 0 
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Il. Vier Versuchsreihen iiber den EinfluB der Konzentration 


des Prebsaftes. 


a) Nr. 8. (Temperatur = 26,8°.) b) 
30 cem Saft + 4 g Glukose in 10 com Lésung. 
t xX g a—x| k-10‘* t xX g a—x]| k-10‘ 
| | | 
0 0 1920; — 0 0 1,925 
153 | 0,137 1,788 | 2.10 143. | 0,148 | 1,781 2.36 
230 | 0,206 1,714 | 2,14 230 | 0,219 | 1,706 | 228 
279 | 0,242 1,678 210 | 276 | 0262 | 1,663 | 2,30 
| 24 | | 
104 = 22, 
d) 
5 cem Saft +- 25 com Wasser + 4 g Glukose in 10 ccm Lésung. 
t x g ane k- 10 t x g a—x k- 10 
| 
0 | 1950) — 0 | | 19350}  — 
193 0,008 | 1942 98 | 217 | 194 | 92 
446 0,015 | 1,935 | 7,4 362 0,017 1,933 | 10,5 
| 0,020 | 1,930 88 | 490 | 0,020 | 1,930 | 9,2 
| | 8! | 9,6 
k- 10° = 9,0. 
a) Nr. 9. (Temperatur = 30°.) b) 
20 cem Saft +- 8 g Glukose in 20 ccm Loésung. 
t xcem | a—x k- 10° t xcem | a—x | k- 10° 
0 | 2135 | — 0 | — 
198 8 | 2050 89 191 77 | 2058 | 85 
274 125 2010 , 89 286 1145 | 2020 | 86 
385 | 159 | 1976 8,7 390 154 | 1981 | 84 
496 | 195 190 8&4 490 | 187 1948 | 
| | | 37 8,4 
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c) d) 
10 ccm Saft + 10 ccm Wasser + 8 g Glukose in 20 ccm Lésung. 
t xccm | a—x k- 10° t xcem | a—x k- 105 
| | | 
— 21514 — — | 2961 _ 
0 0 2143 _ 0 90 2145 — 
181 22 2121 3,7 2124 3,6 
269 | | 2098 34 281 | 47 | 2098 | 34 
374 | 62 | 2081 | 34 363 | 62 | 2083 | 35 
440) 71 2072 3,3 460 | 73 2072 | 33 
584 85 | 2058 | 3,0 564 | 2060 | 3,1 
3,4 | | | 34 
| | 
k-105 = 34. 
Nr. 10. (Temperatur = 27,6°.) 
a) und b) c) und d) 


20 ccm Saft +- 8 g Glukose 
in 20 cem Lésung. 


t | xag | xb g |a—x{k-10° 

| | 

— | 39039; — 

0 0 0 3,908, — 
194 | 0,064 | 0,061 | 3,846) 3,6 
361 | 0,112 | 0,108} 3,798} 3,5 
411) 0,126 | 0,126] 3,782| 3,4 
458 | 0,151 | 0,135} 3,765 | 3,5 
509 | 0,155 | 0,150 | 3,755) 3,4 

3,9 


10 cem Saft-+ 10 ccm H,O + 8 g 


Glukose in 20 ccm Lésung. 


t | Xe g | xd g a— x|k-108 
| | 
— |} 3900) — 
0 0 39 — 
254 | 0,028} 0,027) 3,880 1,3 
465 | 0,052 | 0,049) 3,857) 1,2 
515) 0,061) 0,057) 3,849) 1,3 
626 | 0,067 | 0,062 | 3,844) 1,15 
675 | 0,072; — | 3,836) 1,2 
736; 0.076; — | 3,832) 1,2 


67 | 


68 


Hans Euler, 


e) und f) 


5 ccm Saft -++ 15 ccm H,O +- 8 g Glukose in 20 ccm Lésung. 


t Xe g xf’ g a— x k- 10° 
0 0 0 3,908 — 
550 0,020 0,018 3,889 4,0 
711 0,027 0,021 3,884 3,4 
14 0,031 0,026 3,880 3,5 
: 38 
Nr. 11. (Temperatur = 27,5°.) 
a) b) 
20 ccm Saft -+- 8 g Glukose in 20 ccm Lésung. 
t x k- 10 Xx g a—x k- 10 
| | 
— 3,909 - |; — | 3,909 
0 0 3,810 -- 0 | O 3,802 — 
187 | 0170 | 3,640 10,6 196 0,156 | 3,646 98 
276 | 0,235 | 3,575 | 10,0 | 270 | 0,223 | 3,579 | 9,7 _— 
10,3 | 9,7 
d) 
10 cem Saft + 10 ccm H,O +- 8 g Glukose in 20 ccm Lésung. 
t X g a—x k- 10 t X g a—x k- 10 
— 3,909 — — | 3,909 
0 0 3,877 _ 0 0 | 3,870 — 
; 190 | 0,071 | 3,806 4,22 192 0,070 | 3,800 4,12 
279 0,098 | 3,779 272 0,098 | 3,772 4,09 
411 | 4,10 
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II]. Zwei Versuchsreihen iiber den Einflu8 der Verdiinnung. 
Nr. 12. (Temperatur = 30°.) 


a b 
20 ccm Saft te g Glukose +- 20 cem Saft + i g Glukose -+- 
10 ccm Wasser. 30 cem Wasser. 
t xcecem | a—x | k-10 t xcem | a—x | k-10 
| | | | 
0 | | — 0 | o | | 
81 57 | 1018 | 295 81 | 4 | 1030 | 197 
124 | 85 | 990 | 2,90 125 «1007, 
215 218 92 978 1,80 
204 | 145 | 930 | 281 328 | 140 | 930 | 1,86 
324 | 198 | 877 | 2.73 355 | 158 | 912 | 1,95 
355 | 215 | 860 | 2.73 38 171 899 | 1,96 
381 | 224 | 851 | 267 M0 | 175 | 895 | 1,89 
406 | 234 | si | 2.63 669 259 1,80. 
730 | 375 | 700 | 255 | 1,92 


Bei den Versuchen Nr. 12a und b war der frische Preb- 
saft mit Aceton gefallt worden. 7 g der rein weifen und staub- 
trockenen Fallung lésten sich so gut wie vollstiindig in 50 ecm 
Wasser. Der unbedeutende Riickstand wurde abfiltriert. 

Nr. 13. (Temperatur = 27,5°.) 


a) und b) Cc) 
15 cem Saft -+- 2 g Glukose in 15 ccm Saft -+- 2 g Glukose in 
5 ccm Lésung. 15 ccm Lésung. 

t | Xag | xbg ja—x{k- 104 t xX g a—x | k-10* 

— |0977; — 0,977 

0 0 0 0,971; — 0 0 0,971 — 

141 | 0,094 | 0,097 | 0,875; 3,20 187 | 0,069 | 0,899 1,72 
300 | 0,190} 0,191; 0,781 | 3,15 258 | 0,107 | 0,861 1,97 
425 | 0,252] 0,252) 0,719} 3,11 441 | 0,173 | 0,795 1,97 
3,15 1,89 
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d) und e) 
15 ccm Saft +- 2 g Glukose in 35 ccm Lésung. 

Xd g Xe g k-10¢ 

| 
0,977 

0) 0) 0 0,973 — 
233 0,064 0,062 0,910 1,25 
491 0,122 0,118 0,853 1,16 
511 0,125 0,126 0,847 1,18 


Zusammentassung., 


Aus den Mittelwerten der eben mitgeteilten Zahlen er- 
geben sich folgende Resultate: 

1. EinflubB der Zuckerkonzentration: Es zeigt sich, wie 
auch aus friiheren Versuchen von E. Buchner hervorgeht, daB 
die Reaktionsgeschwindigkeit mit steigender Zuckerkonzentration 
abnimmt. Es legen 4 Versuchsreihen vor, bei welchen die 
Konzentration des Zuckers im Verhaltnis 1:4 variiert wurde. 
Die Konstanten k verhalten sich in’ Versuch 

k, ky 


Nr. 0,000025 : 0000120 = 4.8 
> 4 (),000052 : 0000244 == 1: 4,7 
>» 7 000015 :0,00075 = 1: 5,0 
» 6 0,00020 : 0.00097 1: 4,85 


Wie ersichtlich, ist’ die Geschwindigkeit der Anfangs- 
konzentration nicht umgekehrt proportional und ka ist somit 
keine konstante Grobe, sondern wird im untersuchten Gebiet 
um so groéfer, je kleiner a wird. 


k,a, 10° k,a, 10° 
Nr. 5 100 120 
» 4 208 244 
7 604) 70 
> 6 800 970) 


2. Einfluss der Zymasekonzentration: Die Reaktions- 
geschwindigkeit steigt schneller als die Konzentration des Preb- 
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saftes, aber durchgehends langsamer als das Quadrat derselben. 
Berechnet man den Exponenten n nach der Gleichung 
Ink, — Ink, 
Ine, —Inc, 


so findet man, dai n bei gleichem Zuckergehalt mit ab- 
nehmendem k, also mit abnehmender Konzentration 
der Zymase steigt, wie folgende Berechnung zeigt: 


k, n 
0,000100 1,29 
0,000086 1,33 
0,000035 1,52 
0,000012 1,67 


Die Zahlen scheinen darauf hinzudeuten, da’ bei sehr 
hoher Girkraft Proportionalitét zwischen der Konzentration 
des PreBsaftes und der Giirungsgeschwindigkeit erreicht wiirde. 

3. EinfluB der Verdiinnung bei konstanter Menge 
Prefbsaft und Zucker: 


Konzentration: 32: 52 = 1:4,63 
Konzentration: 20: ©: 1:15 
f Konzentration >: DB: @ 


\ Geschwindigkeit: 120: 188: 315 = 1: 1,57 : 2,63 


Nimmt man das Mittel aus diesen beiden Versuchen, 
so ergibt sich, daf im untersuchten Konzentrationsgebiet eine 
angeniherte Proportionalitét zwischen Konzentration 
und Geschwindigkeit besteht. 

Die Resultate, wie sie hier formuliert sind, werden durch 
die Beobachtungsfehler nicht beeinflubt:!) die Abweichung 
der erhaltenen Konstanten von ihrem Mittelwert betriigt im 
Durchschnitt 2,5°/0. sind offenbar die Unsicherheiten, 
welche durch die Unbestiindigkeit und Unreinheit des Preb- 
saftes bedingt werden. Wenn also genauere Beziehungen als 
die angegebenen erforderlich werden, wird die Arbeit zuerst 
auf die Reinigung des Prefsaftes und die Anreicherung der- 
selben an Zymase gerichtet sein mussen; EK. Buchners Methode 
zur Herstellung eines glykogenarmen Saftes hat bereits einen 
erheblichen Fortschritt in dieser Richtung ermoglicht. 


) Betr. der methodischen Fehler, vergl. 5. 62 u. 63. 
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Diskussion der Resultate. 


Die letzte der drei angegebenen Beziehungen, die ange- 
niherte Proportionalitat zwischen der Konzentration der rea- 
gierenden Losung und der Reaktionsgeschwindigkeit, labt sich 
fiir katalysierte monomolekulare Reaktionen allgemein erwarten. 
Sie trifft u. a. auch fiir Spaltung des Wasserstoffsuperoxyds 
durch Fettkatalasen zu. 

In bezug auf die beiden ersten Beziehungen zeigt die 
alkoholische Giarung im allgemeinen die gleichen Eigentiimlich- 
keiten wie die enzymatischen Reaktionen tberhaupt. Das 
Charakteristische dieser Reaktionen, zu welchen auch die 
Katalysen durch kolloidale anorganische Fermente zu rechnen 
sind (Bredig und seine Schiiler), ist die Abhangigkeit der 
geltenden Gesetze vom Mengenverhiltnis Enzym: Substrat. 
Wihrend z. B. die Inversionsgeschwindigkeit soweit bekannt, 
in allen Zuckerkonzentrationen angenidhert proportional ist der 
Konzentration der (verdiinnten, dissoziierten) Salzséure, hat sich 
die Konzentrationsfunktion des PreBsaftes vom Zymasegehalt 
abhiingig gezeigt. Modglich ist es, da’ diese Verénderlichkeit 
des oben berechneten Exponenten n durch chemische und 
enzymatische Nebenreaktionen verursacht ist, die durch Kon- 
zentrationsiinderungen der Verunreinigungen ausgelést werden. 

Die fiir meine verdiinnteren Losungen berechneten Expo- 
nenten (1,52 und 1,67) ergeben als Mittel den Wert 1,59, den 
Bredig und Ikeda!) fiir die Wirkung von kolloidalem Platin 
auf Wasserstoffsuperoxyd gefunden haben. Sicher darf behauptet 
werden, daf fiir die Zymase des Prefsaftes nicht die Schiitz- 
Borissowsche Regel gilt, wonach die Reaktionsgeschwindigkeit 
proportional der Quadratwurzel der Enzymkonzentration ware. 
Wenn diese Regel auch oft um so genauer zuzutreffen scheint, 
in je reinerem Zustande?) das Enzym zur Verwendung kommt, 
so ist sie doch zweifellos kein allgemeines Gesetz der Enzym- 
wirkung. So gilt sie z. B. keineswegs fiir die Invertase, deren 


') Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. XXXT, S. 258, 1899. 
2) Vergl. L. Pollak, Hofmeisters Beitr., Nov. L904. 
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Konzentrationsfunktion sich derjenigen starker Zymaselisungen 
nahert. 

Gleichfalls an die Invertase erinnert die Abhiingigkeit 
der Gérungsgeschwindigkeit von der Anfangskonzentration des 
Zuckers. Auch bei diesem Enzym sinkt, dem Befund von 
V. Henry zufolge, bei grdferen Zuckerkonzentrationen der 
Wert fiir k-a mit steigender Anfangskonzentration a. 

SchlieBlich wiirde man die erhaltenen Zahlen als eine 

a 
a—x 
ansehen kOnnen, wenn man von der Verdinderlichkeit der 
Zymase im ersten Teil der Reaktion absehen diirfte. Fiir die 
Giiltigkeit der Henryschen Formel fiir den Verlauf der alkoho- 
lischen Girung sprechen die obigen Resultate nicht. Sicher 
fiigen sich die Zahlen nicht den Gesetzen fiir eine Reaktion 
hdherer Ordnung. Indessen muf hier nochmals an das Seite 62 
Gesagte erinnert werden. Kleinere Abweichungen von der ein- 
fachen monomolekularen Formel, wie sie etwa durch das von 
E. Buchner und J. Meisenheimer bewiesene Auftreten der 
Milchsaéure als Zwischenprodukt hervorgerufen werden kOnnen, 
lassen sich der erwéhnten Umstande wegen vorliufig nicht 
feststellen. 

In der vorliegenden Mitteilung, welche nur meine tat- 
sachlichen Kesultate zum Ausdruck bringen soll, ist auf die 
neueren theoretischen Erérterungen R. O. Herzogs keine Riick- 
sicht genommen worden. Ich werde auf dieselben, wie auch 
auf seine und Abersons Versuche bald zuriickkommen. 


Kestatigung fir die Konstanz des Ausdruckes = In 
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Zur Kenntnis des Phosphorharns. 


Von 
J. Wohlgemuth. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Februar 1904.) 


Der Harn von Tieren und Menschen bei Phosphorvergiftung 
ist vielfach Gegenstand eingehender Untersuchungen gewesen. 
Infolge des Mangels aber an geeigneten Methoden, die durch 
den rapiden Eiweifzerfall in den Harn gelangenden Produkte 
zu isolieren, war man bis vor kurzem in der Kenntnis der 
ausgeschiedenen Substanzen nicht weiter gekommen, als daf 
im Phosphorharn sich meistens Tyrosin, Leucin, gelegentlich 
auch Fleischmilchsiure und Pepton finden. Erst mit Hilfe der 
von Fischer und Bergell!) angegebenen Naphthalinsulfo- 
chloridmethode wurde die Frage wesentlich gefordert, indem 
Abderhalden und Bergell?) aus dem Harn von Kaninchen, 
die mit Phosphor vergiftet waren, ein weiteres Eiweifspalt- 
produkt, das Glykokoll, isolerten. 

Ich hatte nun gelegentlich anderer Versuche die Beobach- 
tung gemacht, dab ein solcher Kaninchenharn, wenn man ihn 
durch Zusatz von einigen Tropfen H,SO, angesduert hat, mit 
Phosphorwolframsiiure einen viel betrichtlicheren Niederschlag 
liefert als normaler Kaninchenharn. <A priori war schon zu 
erwarten, der Eiweibzerfall bei Phosphorvergiftung sich 
nicht auf eine Ausscheidung der Monoaminosiiuren allein be- 
schriinken wiirde. Aus diesem Grunde war eine niihere Unier- 


') Emil Fischer und Peter Bergell, Ber. der deutsch. chem. 
Gesellschaft, Bd. XXXV, S. 3779, 1902. 

*) Abderhalden und Bergell, Diese Zeitschriff, Bd. XXXIX, 
S. 464, 1903. | 
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suchung der basischen Bestandteile von Interesse, gleichzeitig 
aber auch im Hinblick auf die bisher nie untersuchte Frage, 
ob man bei der Phosphorvergiftung die voéllige Einschmelzung 
(totale Hydrolyse) eines Teiles des Koérpereiweifbes anzu- 
nehmen hat oder die Loslésung bestimmter Gruppen (partielle 
Hydrolyse) aus dem normalen Verbande. 

Zur Untersuchung gelangten 650 ccm Harn, den 8 mit 
subkutanen Phosphordosen vergiftete Kaninchen geliefert hatten, 
und zwar geschah dieselbe auf folgende Weise: 

Der Harn wurde mit Bleiacetat in geringem Uberschuf 
versetzt, das Filtrat mittels H,S vom Blei befreit, vom Schwefel- 
blei abfiltriert und aus dem Filtrat durch vorsichtiges Erwirmen 
auf dem Wasserbad der H,S vertrieben. Die auf diese Weise 
wasserhell gewordene Lésung wurde bis auf 300 ccm eingeengt 
und dann bei schwach schwefelsaurer Reaktion solange mit 
konzentrierter Phosphorwolframsiurelésung versetzt, bis kein 
Niederschlag sich mehr bildete. Derselbe wurde abgesaugt, 
mehrmals mit destilliertem Wasser gewaschen und dann in der 
ublichen Weise mit Baryt zerlegt. Der tiberschiissige Baryt in 
dem Filtrat wurde durch Zusatz von H,SO, entfernt und das 
schwach schwefelsaure Filtrat abermals mit Phosphorwolfram- 
saure behandelt. Der dieses Mal entstehende Niederschlag war 
erheblich geringer als das erste Mal; er wurde mit destilliertem 
Wasser griindlich gewaschen, wobei nur ein verschwindend 
kleiner Teil in Lésung ging, und dann in der gleichen Weise 
wie das erste Mal mit Baryt zersetzt. Die Entfernung des tiber- 
schissigen Baryts geschah zuniichst mit Kohlensaéure, dann mit 
Ammoniumkarbonat. Das stark ammoniakalische Filtrat wurde, 
um die eventuell vorhandenen Purinkérper zu eliminieren, mit 
ammoniakalischer SilberlOsung versetzt, von dem geringen Nieder- 
schlag abgesaugt, nach Verdampfen des Ammonkarbonats mit 
H,S behandelt und der tiberschiissige Schwefelwasserstoff eben- 
falls fortgedampft. Die so erhaltene Lésung wurde zur vor- 
laufigen Orientierung auf ihr Verhalten gegen die nach Vor- 
schrift von Kossel') bereitete Quecksilbersuifatlésung gepriift; 


‘)Kossel und A. J. Patten, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIIL, 
S. 41, 1903. 
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auf Zusatz derselben trat kein Niederschlag auf, somit war die 
Anwesenheit von Histidin von vornherein auszuschlieBen. Da- 
gegen gab eine Probe mit alkoholischer Pikrolonsiurelésung 
(Steudel?)) einen deutlichen hellgelben Niederschlag, der nach 
etwa 24stiindigem Stehen noch zugenommen zu haben schien. 
Danach konnte man vermuten, zumal die Verbindung nach 
der Verbrennung auf dem Platinblei als eine rein organische 
anzusprechen war, in der Lésung Arginin oder Lysin 
oder auch ein Gemisch beider Diaminosiiuren enthalten war. 
— Nach diesen kurzen Vorversuchen wurde die ganze LOsung, 
die durch vorsichtiges Einengen auf dem Wasserbad bis auf 
100 ecm gebracht war, mit gesiéttigter alkoholischer Pikrolon- 
siiurelisung im Uberschub versetzt und bis zum niichsten Tage 
stehen gelassen. Der reichliche Niederschlag, der zum Teil aus 
Pikrolonsiiure bestand, wurde auf einer Porzellannutsche ab- 
gesaugl, zuniichst mit kaltem, dann mit lauwarmem Wasser 
gewaschen, wobei ein Teil in Losung ging, und schlieblich mit 
Alkohol von 96°/o behandelt, der die mitausgefallene Pikrolon- 
siure zur Losung brachte. Der so auf ein recht kleines Vo- 
lumen reduzierte Niederschlag wurde zu einer Reinigung aus 
heibem Wasser zweimal umkristallisiert und lieferte danach 
ein analysenreines Produkt, dessen Schmelzpunkt bei 224° lag. 
Steudel!) gibt fiir pikrolonsaures Arginin 225° an. Die Ana- 
lyse lieferte folgende Werte: 

QO1780 ¢ Substanz gaben 38,4 cem N (18°, 756 mm) 

OL515 » > 0.2571 g CO, und 0,0573 g H,O 
Gefunden: N = 25,179o; = 46,46%o; H = 
Berechnet fiir C,,H,,N,,0,,: N == 25,23%; C = 46,8590; H = 3,9°/o 

Wir haben es hier also in der Tat mit pikrolon- 
saurem Arginin zu tun. 

Die weitere Verarbeitung der Mutterlauge auf Lysin fiihrte 
zu keinem positiven Resultat. 

Dieser schon vor mehr als einem halben Jahr erhobene 
Befund von Arginin im Kaninchenharn nach Phosphorvergiftung 
konnte in anderer Richtung ergiinzt und erweitert werden durch 
die Untersuchung eines menschlichen Phosphorharns. Herrn 


') Steudel, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 219, 1902/03. 
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Geh.-Rat Prof. Dr. v. Leyden erlaube ich mir auch an dieser 
Stelle fiir die freundliche Uberlassung des Materials meinen 
herzlichsten Dank auszusprechen. Uber die Person, von welcher 
der Harn stammte, sei nur so viel mitgeteilt, daB sie im 29. 
Lebensjahr stand und in selbstmérderischer Absicht die Képfe 
einer ganzen Schachtel Ziindhdlzer geschluckt hatte. Sie 
wurde unter den Zeichen einer schweren Vergiftung (Icterus, 
starke Benommenheit) in die Kgl. Charité eingeliefert; eine 
sofort vorgenommene Magenausspiilung war ohne Erfolg, ebenso 
ulle iibrigen spiiter getroffenen MaSinahmen (Magenausspiilungen 
mit verdiinnten Kalium hypermanganicum-Losungen, Kochsalz- 
infusionen, Sauerstoffinhalationen). Neun Tage darauf erlag sie 
den Folgen der Vergiftung. Leider wurde die Leiche von der 
Staatsanwaltschaft zur Sektion nicht freigegeben, soda auf eine 
Untersuchung der Leber verzichtet werden mubte. 

Die Menge des mir zur Verfiigung stehenden Harns betrug 
ca. 61. Er wurde genau wie der Kaninchenharn, ohne vorher 
eingeengt zu werden, mit Bleiacetat im Uberschu® versetzt, ab- 
filtriert, das Filtrat durch H,S vom Blei befreit und der Schwefel- 
wasserstoff durch vorsichtiges Erwiirmen auf dem Wasserbad 
vertrieben. Das weitere Einengen der Fliissigkeit geschah im 
Vacuum bei 38° und wurde bis zum diinnen Sirup fortgesetzt. 
Dabei hatte sich Tyrosin abgeschieden. Dasselbe wurde scharf 
abgesaugt, aus Ammoniak umkristallisiert und durch Kristall- 
form und Millonsche Reaktion als solches identifiziert; die 
Menge betrug im ganzen 0,9 g. Zur weiteren Verarbeitung 
wurde der Sirup mit Wasser auf 1000 ccm verdiinnt, nach 
der Vorschrift von Ignatowski') dreimal mit Ather ausge- 
schiittelt, um alle bei der spiiteren Verarbeitung mit Naphthalin- 
sulfochlorid st6renden Substanzen zu entfernen, und schlieBlich 
mit konzentrierter Phosphorwolframsiiure im Uberschu® ver- 
setzt, wozu 2 kg Phosphorwolframsiiure erforderlich waren. 
Filtrat (A) und Niederschlag (B) wurden voneinander getrennt 
und gesondert verarbeitet. 


') Ignatowski, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 299, 1904. 
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Filtrat A. 


Zur Befreiung desselben von der tiberschiissigen Phosphor- 
wolframsiure wurde es in der gewohnten Weise mit Baryt in 
Substanz behandelt, der Baryt zum groBten Teil mit Kohlen- 
siiure, der Rest mittels H,SO, entfernt. Danach zeigte die 
Losung, ohne dal} sie eine reduzierende Substanz enthielt, eine 
Drehung von —- 0,4°/o. Es wurde nun versucht, die in ihr 
enthaltenen Monoaminosiiuren als Naphthalinsulfoverbindungen 
zu isolieren. Zu dem Zwecke wurde die Fliissigkeit mit NaOH 
schwach alkalisch gemacht und mit 10 ¢ des Reagens in 
itherischer Lésung 8 Stunden lang im Schiittelapparat ge- 
schiittelt unter stiindlichem Zusatz von 1g Naphthalinsulfochlorid 
und unter gleichzeitiger Kontrolle der alkalischen Reaktion. Nach 
Abtrennung der iitherischen Schicht und nach Abfiltrieren des 
beim Schiitteln aufgetretenen massigen Niederschlages wurde 
die klare Lésung noch zweimal mit Ather ausgeschiittelt, um 
noch etwa zuriickgehaltenes Naphthalinsulfochlorid zu entfernen 
und erst dann mit HCl angesiiuert. Die dabei entstehende teils 
kristallinische, teils Glige Fallung wurde durch mehrmaliges 
Ausiithern extrahiert, die iitherischen Ausziige verdampft und 
der Riickstand in wenig Alkohol aufgenommen; aus ihm schieden 
sich bei langsamem Verdunsten etwa 8 g Substanz aus. Zur 
Trennung der einzelnen Verbindungen wurde zunachst genau 
nach der Vorschrift von Fischer und Bergell!) das ganze 
Material mit der ca. 20fachen Menge Wasser tibergossen und 
hierauf vorsichtig soviel Ammoniak zugefiigt. als zur Losung 
desselben notwendig war. Das iiberschiissige Ammoniak wurde 
abgedampft und zu der erhaltenen Lésung Cbhlorbaryum zu- 
gesetzl. Es erfolgte sofort eine weibe Fallung, die abgesaugt, 
wiederum mit Salzsiiure in der Kalte umgesetzt und einmal 
aus Alkohol umkristallisiert wurde. Danach zeigte die Ver- 
bindung den Schmelzpunkt 156° und lieB unter dem Mikroskop 
langgestrekte, meist biischelformige Blatter erkennen. Die Analyse 
der im Vacuum iiber Schwefelsiure getrockneten Substanz hatte 
folgendes Ergebnis: 


Fischer und Bergell, c. 
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0,1661 g Substanz gaben 7,6 cem N (17°, 756 mm) 
Gefunden: N = 5,28 
Berechnet fiir C,,H,,O,NS: N = 5,30%,o 


Zu weiteren Analysen reichte die Substanz nicht. Aber 
auch so unterliegt es keinem Zweifel, daf wir es hier 
mit Glykokoll zu tun haben. — Das Filtrat von der Baryt- 
fillung wurde mit Salzsiiure wieder angesiiuert, dabei fielen die in 
LOsung gehaltenen NS-Verbindungen wieder aus. Fiir die Zer- 
legung dieses Gemisches von verschiedenen Aminosiiuren er- 
schien folgender Weg am geeignetsten: Um die Siiuren von 
ihrem Paarling zu trennen, wurden sie genau nach der Vor- 
schrift von Emil Fischer mit der zehnfachen Menge konzen- 
trierter Salzsiiure in zugeschmolzenen Rohren bei einer Tem- 
peratur von 115° im Schiebofen 5 Stunden lang erhitzt, dann der 
Inhalt der Rohren in einer kleinen Menge Wasser gelost, filtriert, 
zur Entfernung der tberschiissigen Salzsiiure das Filtrat abge- 
dampft, der trockene Rest wieder in Wasser gelOst und nun mit 
Bleikarbonat gekocht. Schon beim Abkihlen, besonders aber nach 
kurzem Stehen, hatte sich die in Freiheit gesetzte B-Naphthalin- 
sulfosiiure als Bleisalz véllig abgeschieden und konnte mitsamt 
dem ungelost gebliebenen Bleikarbonat abfiltriert werden. Ich 
mochte dieser Modifikation den Vorzug geben vor der bisher 
iiblichen Methode, die darin bestand, dal} man zur Ausfillung der 
NS-Sdure die Losung vorsichtig mit kleinen Mengen Bleiessig 
versetzt und die sich dabei bildenden Niederschlage jedesmal 
sofort abfiltriert, da sie sich im UberschuB von Bleiessig wieder 
auflosen. Verwendet man dagegen Bleikarbonat, so kann man 
dasselbe, unbekiimmert um den Niederschlag, im UberschuB 
zugeben und braucht nur ein einziges Mal zu filtrieren; dabei 
konnen Substanzverluste weit leichter vermieden werden, als 
wenn man das Filtrieren hiaufiger ausfiihren mub. — Die ge- 
ringen in Losung gehaltenen Mengen von Blei wurden durch 
H,S entfernt, das Filtrat abermals zur Trockene eingedampft 
und schlieblich wieder mit Wasser aufgenommen. In dieser 
Losung mute nun enthalten sein Leucin allein oder ein Ge- 
misch von Leucin mit anderen Séuren. Phenylalanin, das 
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Abderhalden und Lewellys F. Barker!) durch die Probe 
mit H,SO, und Kaliumbichromat im Hundeharn nach Phosphor- 
vergiftung konstatierten, konnte von vornherein durch den nega- 
tiven Ausfall jener Reaktion ausgeschlossen werden. Ks wurde 
nun versucht, eine Trennung’ der Siiuren durch die Darstellung 
der Kupfersalze zu erziclen. Zu dem Zwecke wurde die Lésung 
mit Kupferkarbonat im UberschuB gekocht, das sich unter Auf- 
brausen mit dunkelblauer Farbe loste. Schon beim Erkalten 
der Fliissigkeit hatten sich hellblaue Schiippchen abgesetzt, die 
vanz wie Leucinkupfer aussahen. Von diesen und dem unge- 
l6sten Kupferkarbonat wurde abfiltriert und das Filtrat auf die 
Hialfte eingeengt: dabei schieden sich wiederum hellblaue 
Schippehen ab, untermischt mit vereinzelten dunkelblauen, 
glanzenden Plittchen. Nach 24stiindigem Stehen wurde wiederum 
von dem Kristallbrei, der unterdessen an Menge betriachtlich zu- 
genommen hatte, abfiltriert, der Riickstand mehrmals mit kaltem 
Wasser gewaschen, wobei der grobte Teil des dunkelblauen 
Salzes in Losung ging, und Filtrat und Waschwasser bis fast 
zur Trockene verdampft. Wenngleich der zum Teil kristallinische 
Riickstand eimen einheitlhichen Charakter zu haben schien, wurde 
er doch zur Sicherheit) zunachst mit Methylalkohol, dann mit 
96°oigem Athylalkohol 1 Stunde lang am RiickfluBkiihler ge- 
kocht, ohne dai dabei etwas in LOsung ging. Nun wurde das 
Kupfersalz noch einmmal in Wasser gelost, filtriert und das 
Wasser zuniichst auf dem Wasserbad, dann im Exsikkator zum 
Verdunsten gebracht. Dabei erstarrte die Masse fast voll- 
kommen zu einem Kristallbrei, bestehend aus dunkelblauen, 
gliinzenden Plittchen: sie wurden auf der Nutsche von der 
Mutterlauge scharf abgesogen, mit ganz wenig Wasser ge- 
waschen und schlieblich mit Alkohol und Ather behandelt. Die 
Ausbeute betrug etwas iiber 1 g. Die lufttrockene Substanz 
gab bei der Kristallwasserbestimmung folgende Zahlen: 
1,164 g Substanz verloren bei 110° an Gewicht 0,0828 g 
== 7,11°% H,O. 


') Abderhalden und Lewellys F. Barker. Diese Zeitschrift, 
Bd. XLII, S. 524, 1904, 
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Diese Zahl entspricht anniihernd dem Alaninkupfer, dessen 
Wassergehalt sich fiir (C,H,NO,),Cu H,O auf 6,95°/o  be- 
rechnet. Und in der Tat stimmt auch die Analyse der Kupfer- 
verbindung, wie gleich ersichtlich, genau iiberein mit den fiir 
Alaninkupfer berechneten Werten. 

0.2527 g Substanz gaben 0.1062 ¢ CuO, 

0.2079 » > » 20.8 N (18°, 754 mm) 

O1999 » » O2144 com CO, 0,0947 ¢ 

Gefunden: 
Cu = 26,72°%o; N = 11,47°%o; C = 29.38%; H = 
Berechnet fiir C,H,,N,O,Cu: 


Cu = 26,51°%o; N = 11,69°o; C = 30,06°%o;: H = 5.01%. 


Der Rest des Cu-Salzes wurde mit H,5 zerlegt, die wiisserige 
Losung vollkommen eingeengt, mit ein paar Tropfen HCl ver- 
setzt, der UberschuB an HC] weggedampft und das salzsaure 
Salz in 10 com Wasser gelost. Die Losung drehte die Ebene 
des polarisierten Lichtes nicht. Danach lag hier vorwiegend 
i-Alanin vor. Es ist aber damit keineswegs gesagt, dab die 
Siiure sich auch im Harn in ihrer inaktiven Modifikation befand: 
viel eher ist anzunehmen, dab das lange Erhitzen in der ge- 
schlossenen Roéhre unter so hohem Druck die anfiinglich optisch 
aktive (d-)Siiure inaktiviert hat. Uberdies besitzt die Siiure ein 


so geringes Drehungsvermogen — E. Fischer gibt fiir das salz- 
saure Salz des |-Alanins (9—10°/oige Losung) | = — 9,68 °/o 


an —, dab bei den in der Losung enthaltenen verhiiltnis- 
miibig geringen Mengen ein kleiner Teil sehr wohl noch d-Alanin 
sein kann, ohne dal er das Ergebnis der Polarisation irgendwie 
zu beeinflussen braucht. 

Das oben erwiihnte Leucinkupfer wurde mitsamt dem 
Kupferkarbonat mit H,S versetzt und das klare Filtrat einge- 
engt. Dabei fiel das freie Leucin in typischen Kugeln und 
Knollen aus. Auf eine weitere Verarbeitung und Analyse konnte 
um so eher verzichtet werden, als die Anwesenheit von Leucin 
ebenso wie die von Tyrosin im Phosphorharn eine lingst be- 
kannte und einwandsfrei bewiesene Tatsache ist. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. th 
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Niederschlag b. 


Die auBerordentlich voluminése Fiillung wurde vor ihrer 
weiteren Verarbeitung in destilfiertem Wasser aufgeschwemmt 
und unter hiiufigem Umrithren liingere Zeit stehen gelassen. 
Darauf wurde abfiltriert, zunaéchst mit kaltem, dann etwas an- 
gewiirmtem Wasser gewaschen, wobei ein betrachtlicher Teil 
in Losung ging, und der so gereinigte Niederschlag mit Baryt- 
hydrat auf dem Wasserbade zersetzt. Nachdem der Uberschu 
an Barvt zum grébten Teil mit Kohlensiiure, der Rest durch 
Zusatz von Ammonkarbonat ausgefiillt war, wurden die Purin- 
korper mittels ammoniakalischer SilberlOsung niedergeschlagen 
und das Filtrat zum Vertreiben des Ammoniaks und Ammon- 
karbonats auf dem Wasserbad eingeengt. Das noch in Losung 
gehaltene Silber wurde durch H,S getéllt und der tiberschiissige 
aus dem Filtrat fortgedampft. An einer kleinen Probe 
wurde nun das Verhalten der Lésung zu Quecksilbersulfat ge- 
prult, cs trat eine miibige Fiillung ein. Daraufhin wurde die 
ganze Fliissigkeitsmenge im UberschuB mit Quecksilbersulfat 
versetzt, der Niederschlag abfiltriert, mit Wasser gewaschen 
und mit zersetzt. Er enthielt indes, wie ich mich durch 
den negativen Ausfall der neuerdings von Pauly?) fiir Histidin 
angegebenen Reaktion mit Diazobenzolsulfosiiture itiberzeugen 
konnte, kein Histidin, dagegen reichliche Mengen von Kreatinin. 
Das Filtrat der Quecksiberfiiilung wurde vom Quecksilber durch 
HS befreit und nach dem Verdampfen des iiberschiissigen H,5 
mit gesiittigter alkoholischer Pikrolonsiiureldsung so lange ver- 
setzt, bis keine Fiillung mehr eintrat. Am niichsten Tage wurde 
der hellgelbe kristallinische Niederschlag abgesogen, einmal mit 
warmem, mehrmals mit kaltem Wasser gewaschen, wobei ein 
grober Teil in’ Lésung ging, und schlieflich mit Alkohol und 
Ather behandelt. Aus heibem Wasser zweimal umkristallisiert, 
schmolz die Substanz bei 224° und gab bei der Analyse fol- 
gende Werte: 


H. Pauly, Diese Zeitschrift, Bd. XLU, 5. 508, 1904. 
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0.1511 ¢ Substanz heferten 32,5 ccm N (16°, 762 mm) 
O1455 » > 0.2479 CO, 0,0553 H,O 
Gefunden: N = 25,14°%o; C = 46,66°%o; H = 4,22% 


Berechnet fiir C,,H,,N,,0,.: N == 23,2390; C = 46,85°0; H = 3,90%o 


Damit ist bewiesen, dah auch im menschlichen 
Harn nach Phosphorvergiftung Arginin vorkommt. 

Filtrat und Waschwasser wurden auf ein kleines Vo- 
lumen gebracht, mit Benzol bei Schwefelsiurereaktion mehr- 
mals ausgeschiittelt, um die Pikrolonsiiure zu entfernen, und 
schlieBlich mit) Knochenkohle entfiirbt. Das farblose Filtrat 
zeigte, mit alkoholischer PikrinsdurelOsung versetzt, eine geringe 
Triibung und hatte erst nach 24stiindigem Stehen einige Kristalle 
abgesetzt, die aber im wesentlichen reine Pikrinsiiure waren. 
Lysinpikrat war nicht zugegen. 

Unsere Untersuchungen haben also ergeben, dai neben 
den bisher im Phosphorharn gefundenen Aminosiiuren: Tyrosin, 
Leucin, Glykokoll und Phenylalanin noch vorkommen 
Alanin und eine Diaminosiiure, das Arginin. Diese Tatsache 
darf zunichst deshalb schon einiges Intercsse beanspruchen, 
weil hier ttberhaupt zum erstenmal eine Diaminosiiure 
im Harn aufgefunden und einwandsfrei nachgewiesen 
wurde. Aus Blut ist bereits einmal bei einem Fall von akuter 
gelber Leberatrophie von Neuberg und Richter!) eine andere 
Diaminosiiure, das Lysin, isoliert worden. — Kin weiteres Interesse 
verdient dieser Befund im Hinblick auf die bereits oben kurz ge- 
streifte biologische Frage. Bei der Phosphorvergiftung deutet 
alles darauf hin, daf sie einhergeht mit einer starken Eiweibein- 
schmelzung. Unzweideutig nachgewiesen ist das durch Martin 
Jacobys?) fundamentale Untersuchungen an Phosphorleber, aus 
denen hervorgeht, dab in ihr eine massenhafte Ammoniakentwick- 
lung stattfindet, und neuerdings durch Wakemann in A. Kossels 
Laboratorium*) erhobenen Befund, dab das Lebereiweif bei der 
Phosphorvergiftung hauptsachlich an Arginin verarmt ist. Aber 

') Neuberg und Richter, Deutsche med. Wochenschrift, 50. Jahr- 
gang, S. 499, 1904. 

4) Martin Jacoby, Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 149, 1900. 

5) A. Kossel, Berl. klin. Wochenschrift, Nr. 41. 1904. 


| J. Wohlgemuth, Zur Kenntnis des Phosphorharns. 


man kann nicht mit Sicherheit sagen, ob bei der Phosphor- 
vergiftung eine totale Hydrolyse eines verhiiltnismiibig kleinen 
Teils oder eine partielle Hydrolyse eines gréferen Teiles des 
Lebergewebes statthat. Auch der an sich so bemerkenswerte 
Befund Wakemanns gibt keine Entscheidung in dieser Frage, 
sondern lift sich sowohl auf die eine wie auf die andere Weise 
erkliiren. Denn analytisch kommt man bei der Argininbestim- 
mung zu dem = gleichen Resultat, wenn aus dem Totaleiweif 
einige Argininverbinde abgespalten werden, oder wenn nur ein 
kleiner Teil des Eiweifes unter mehr oder minder volliger Abgabe 
seines Arginingehaltes zerfiillt. — Ebensowenig kann iiber das 
Auftreten von Aminosiiuren im Phosphorharn eine bestimmte An- 
schauung entwickelt werden. Hier wiiren gleichfalls zwei Moglich- 
keiten zu berticksichtigen: die erste, daf das Assimilationsver- 
mogen des Organismus fiir Eiweibspaltprodukte an sich nicht ge- 
stort ist, aber dem Ubermal an plitzlich freiwerdenden Eiweib- 
bruchstiicken nicht gewachsen ist — dafiir wiirde der bereits 
angezogene Befund von Martin Jacoby!) sprechen —, und eine 
zweite, dab die Menge der freigewordenen Siiuren nicht sonderlich 
erob, dagegen das Assimilationsvermogen betriichtlich gestort ist, 
d. h. die Verhiiltnisse kOnnten hier dihnlich legen wie bei der 
Cystinurie, bei der erst neuerdings von Loewy und Neuberg?) 
experimentell festgestellt worden ist, dab sich die Anomalie nicht 
allein auf die Unfiihigkeit erstreckt, das Cystin zu oxydieren, 
sondern iiberhaupt freie monomolekuliire Aminosauren in nennens- 
werter Weise auszuniitzen. Welche von diesen beiden Moglich- 
keiten wir anzunehmen berechtigt sind, entzieht sich bei unserer 
mangelhaften Kenntnis von dem intermediéren Eiweilbumsatz 
einstweilen noch vollig unserer bBeurteilung. 


Martin Jacoby, |. ¢. 
*) Loewy und Neuberg. Diese Zeitschrift, Bd. XLII, $. 338, 1904. 
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Uber die Bindung von Kohlensaure durch amphotere 
Amidokorper. ') 
Von 
M. Siegfried. 
(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Februar 1905.) 


Die Natrium- oder Baryumsalze der Amidosiuren der 
Glykokollreihe reagieren stark alkalisch und werden als stark 
hydrolysierte Salze aufgefabt. Deshalb sollte erwarten, 
dah Kohlensiiture in der Mischung gleicher Volumina 0,1 nor- 
maler Glykokoll- und BarythydratlOsung sofort einen Nieder- 
schlag von Baryumkarbonat erzeugt. Dies ist jedoch nicht der 
Fall. Die Losung bleibt ganz klar, bis sich nach einiger Zeit 
die mit Kohlensiiure gesiittigte LoOsung triibt allmiihlich 
Baryumkarbonat ausscheidet.. Durch Erhitzen der Losung wird 
diese Ausscheidung beschleunigt. 

Die weitere Verfolgung dieser Reaktion hat zu dem Er- 
gebnis gefiihrt, daB hierbei Salze der Karbaminosiiuren von 
dem Typus: 

R—-N—"coon 
COOH 
entstehen. 

Diese Séiuren sind ebenso wie ihre Salze bisher unbekannt, 
wiihrend zuerst der Athylester der Karbaminoessigsiiure oder 
Glykokollkarbonsiiure von Hantzsch und Metcalf?) als Urethan- 
essigsiiure beschrieben werden ist. Die Ester solecher Karbon- 


') Der Inhalt vorstehender Mitteilung wurde vom Verfasser in der 
Sitzung vom 6. Februar d. J. der mathem.-phys. Kl. d. Kénigl. Sachs. 
Ges. d. Wiss. vorgetragen. 

*) A. Hantzsch und W. v. Metcalf, Ber. d. deutschen chem. 
Gesellschaft, Bd. XXIX, 5. 1681. 
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siuren sind in neuerer Zeit wiederholt von E. Fischer dar- 
gestellt und synthetisch verwendet worden. 

Die Art der Bildung der Karbaminoséuren durch Addition 
von Kohlensiiure in wiisseriger Losung bei gewohnilicher und 
auch bei Korpertemperatur diirfte, wie ich unten zeigen werde, 
uns zu neuen Vorstellungen tiber die physiologische Bindung 
der Kohlensiure fiihren. 

Die Bedeutung der Reaktion fiir die Beurteilung biologischer 
Vorgiinge liegt in der Tatsache, dab Kohlenséiure durch die 
Amidosiiuren und Eiweibkorper entionisiert wird, und 
dabei Verbindungen entstehen, aus welchen die Kohlensiiure 
wieder in ionisiertem Zustande abgespalten wird. Es. ist 
ferner hervorzuheben, daf, wenn z. B. das Glykokoll in die 
Karbaminoessigsiiure tibergeht, aus dem amphoteren Korper eine, 
nach dem Verhalten gegen Kohlensiiure zu urteilen, relativ 
starke zweibasische Siure entsteht. 


I. Versuche, welche die organische Bindung der Kohlensaure in 
wasseriger Lésung beweisen. 


1. Werden z. B. 10 cem einer 0,1 normalen Glykokoll- 
losung mit 1 Tropfen Phenolphtaleinlésung und 10 ccm einer 
0,1 normalen LOsung von Barythydrat vermischt und mit Kohlen- 
siiure gesiittigt (15° T.), so verschwindet die alkalische Farbe, die 
Losung bleibt ganz klar. Nach weiteren 3 Minuten beginnt 
schwache Triibung, nach 5 Stunden hat sich Baryumkarbonat 
als Bodensatz ausgeschieden. Eine filfrierte Probe gibt beim 
Kochen noch starke Abscheidung von Baryumkarbonat. Bei 
mehreren dieser und spiiterer Versuche wurde der sich aus- 
scheidende Niederschlag untersucht und als reines Baryum- 
karbonat erkannt. 

2. Siittigt man die Mischung von 20 ccm Glykokollosung 
und 20 ccm Barytlosung (T. 10°) mit Kohlensaure und setzt 
weitere 5 ecm Barytlésung hinzu, so entsteht kein Niederschlag, 
auch nicht bei weiterem Einleiten von Kohlensiiure. Man kann 
abwechselnd Barytlbsuug und Kohlensiaure zusetzen, bis nahezu 
das doppelte Volumen der GlykokollOsung an Barytlésung zu- 
gesetzt ist, ohne da’ eine Ausscheidung erfolgt. 
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Hieraus geht hervor, dab Glykokoll Kohlensaéure nahezu 
2 Aquivalente Ba binden. 

Amidosiiuren und Kohlensiiure verhalten sich ebenso wie 
bei Gegenwart von Barythydrat bei Gegenwart von Kalkhydrat 
oder Natronlauge. Im letzteren Falle wird die organische Bindung 
der Kohlensaiure durch nachherigen Zusatz von Baryumchlorid 
oder Barythydrat erkannt. 

3. In mehreren Versuchen wurde die Menge der gebundenen 
und beim Kochen als Baryumkarbonat abspaltbaren Kohlensiiure 
bestimmt: 

a) 20 com 0,1 normaler Glykokoll6sung mit 40 ccm 0,1 nor- 
mal Barytwasser in Eiswasser gekiihlt, mit CO, gesiittigt, dazu 
kaltes gesiittigtes Barytwasser, abgesaugt, das Filtrat in be- 
deckter Flasche gekocht, das ausgeschiedene BaCQO, als BaSO, 
bestimmt. 

Es wurden erhalten: 0.3614 g BaSO,: 
b) 20 cem 0,1 normal Alaninlésung ebenso behandelt. 
Erhalten: 0,3607 g BaSO,: 

¢) 20 ccm O,1 normal GlykokollOsung mit nur 10 ccm 
normal barytwasser, Kohlensadure eingeleitet, iberschiissiges 
Barytwasser usw. 

Erhalten: 0.3757 g BaSQ,. 

Da 20 ecm 0,2 normal BaSO, 0,466 g entsprechen wiirden, 
nihern sich die gewonnenen Werte dem theoretischen von 1 Mol. 
CO, und 2 Aquivalent Ba auf gegen 80°/o. Es ist jedoch zu 
bemerken, dali die gefundenen Werte keine absoluten sind, da 
einesteils durch den Zusatz des kalt gesiittigten Barytwassers 
ein Teil der Verbindung bis zu einem gewissen Gleichgewicht 
zersetzt werden diirfte, andernteils der Zutritt von Kohlensiure 
aus der Luft nach dem Filtrieren nicht ganz auszuschliefen ist. 

4. Dab auch bei Korpertemperatur die Reaktion vor sich 
geht, zeigen folgende Versuche: 

Im Ostwaldschen Thermostaten wurden bei 37° 0,1 nor- 
male Loésungen von Giykokoll, Alanin, Asparagin mit Kohlen- 
siiure gesittigt unter zeitweisem Zusatze von Kalkmilch. Zuletzt 
wurde noch etwas Kalkmilch und etwas gefiilltes, kristallisiertes 
Calciumkarbonat zugegeben, geschiittelt, filtriert. Die Filtrate 
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gaben samtlich beim Kochen starke Niederschliige von Calcium- 
karbonat. Im Thermostaten triibten sich die Filtrate und hatten 
nach 16 Stunden simtliches durch Kochen abspaltbares Calcium- 
karbonat abgespalten. In einem blinden Versuche wurde Wasser 
mit derselben Kalkmilch unter gleichen Umstiinden mit Kohlen- 
siure behandelt: das Filtrat gab keine Spur von Triibung beim 
Kochen. 

Die bisher mitgeteilten Versuche geben keinen Aufschlub, ob 
die Bildung der Karbaminsaure durch Addition von anhydrischer 
Kohlensiure, CO,, geschieht: 

R — NH, + CO, = R— N—#cooH 
oder ob die Kohlensiiureionen reagieren. Da, wie die folgenden 
Versuche zeigen, die Salze der Karbaminosiuren auch durch 
Einwirkung von Natriumkarbonat auf die Amidosiiuren  ent- 
stehen, verliuft die Reaktion wahrscheinlich nach folgender 
Gleichung: 
 — NH,’ — R — COOH +. 2H,0 

Ammoniumkarbonat bildet in wisseriger Lésung ebenfalls karbamin- 
saures Ammon. Ebenso entsteht aus Chlorammonium und Natriumkarbonat 
in wiisseriger Lésung Karbaminat. Deshalb ist die Bildung der Karbamin- 
siiure wenigstens auch durch die lonen der Kohlensiiure zu erkliren. 

1. 50 com 0.1 Glykokolljsung mit 50 cem normal 
NatriumkarbonatlOsung 14 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Dann wurden je 20 ccm der Mischung in kaltes Baryt- 
wasser eingetragen, abgesaugt, gekocht und das gebildete Baryum- 
karbonat auf Neubauer-Goochschen Platintiegeln abgesaugt, 
gewaschen, bei 100° getrocknet und gewogen. Es wurden 
erhalten: 


9 


a) 0,0639 ¢ BaCO, = 32,5 °/o 


b) 0.0592 » > == 
c) 0,0634 > = 822% 
d) 0.0669 » > = 33,9 


Diese Werte sollen lediglich an Stelle des qualitativen 
Nachweises dartun, daB die Reaktion zwischen Natriumkarbonat 
und Glykokoll stattfindet, aber keineswegs absolute Zahlen zur 
Beurteilung des Reaktionsverlaufes abgeben. Aus oben angefiihr- 
tem Grunde sind sie mit einem Fehler, der die Werte etwas 
vergrofert, behaftet. 
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2. Die Mischung von 225 cem 0,1 norm. Glykokollésung 
und 225 ccm 0.2 norm. Natriumkarbonatlédsung wurde 18 Stun- 
den im Zimmer gelassen. Hierauf wurde die in Eiswasser ab- 
gekiihlte Mischung mit 150 ccm kaltgesiittigtem vermischt, vom 
Filtrate 400 ccm im Kohlensiiurebestimmungsapparate unter 
Zusatz von Schwefelséure (in einem Teil der angefiihrten Ver- 
suche wurde, wie in den einzelnen Fiillen angegeben wird, 
an Stelle von Schwefelsiiure Weinsiiure verwendet) und Absorp- 
tion der Kohlensiiure mit Natronkalk verwendet. 

Es wurden erhalten: 0,1720 ¢ CO, = 25,9°/o. 

3. 200 ccm Glykokollésung, 200 com Na,CO,-Lésung, 
150 ccm ges. Barytwasser. Vom Filtrate genommen: 500 ecm. 
Zusatz: Weinsiiure. 

Erhalten: 0,2122 g CO, = 26,5°%o. 

4, 250 ecm 0,1 norm. Alaninlésung, 250 cem 0,2 norm. 
Na,CO,-Lésung, 200 cem kaltges. Barytwasser. Vom Filtrate 
genommen: 400 ccm. Zusatz: Schwefelsiiure. 

Erhalten: 0,0841 CO, 13,0°%o. 

5. 200cem Alaninlésung, 200 eem Na,CO,-Lésung, 150 cem 
Barytwasser. Vom Filtrate gnommen: 470 ccm. Zusatz: Wein- 
suure. 

Erhalten: 0,0862 CO, 11,4° o. 

In allen Versuchen war eine Probe des Filtrates mit 
Barytwasser auf Abwesenheit von Karbonaten gepriift’ worden. 

Die Reaktion der organischen Bindung der Kohlensiiure 
bei Gegenwart von Alkalien oder Erdalkalien wurde be} fol- 
genden Amidosiduren gepriift und positiv gefundén: 

Glykokoll, i-Alanin, |-Leucin, Sarkosin, Phenylglykokoll, 
Asparaginsiiure, Glutaminséure, Asparagin. 


II. Reindarstellung der Kalksalze von Karbaminosauren. 


Zur Darstellung der karbaminosauren Kalksalze werden 
die wisserigen Losungen der Aminosiuren unter Kiihlung mit 
Eiswasser mit Kohlensiiure gesiittigt: darauf wird Kalkmilch 
gegeben, die sich zunéchst auflést, wieder Kohlensiiure einge- 
leitet und dies einige Male wiederholt. Zuletzt wird noch Kalk- 
milch und kristallisiertes Calciumkarbonat dazu gegeben, ge- 
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schiittelt und filtriert. Das vollig klare Filtrat wird mit gekiithltem 
Alkohol bis zur starken Triibung versetzt. Es scheidet sich 
das Kalksalz in iuberst kleinen, kristallinischen Kornchen aus, 
oft) sehr voluminos, namentlich das Kalksalz des Karbalanins 
ist sehr voluminOs. Die ausgeschiedenen Kalksalze werden ab- 
genulscht, zunachst mit Alkohol, der der Konzentration der 
Mutterlauge entsprechend verdiinnt ist, dann mit absolutem 
Alkohol und Ather gewaschen. In der Regel sind die so er- 
haltenen Kalksalze direkt rein. Alle dargestellten Kalksalze 
waren in Wasser leicht und vollig klar loslich; beim Erwarmen 
triibt sich die Losung und scheidet reichlich Calciumkarbonat 
ab. Die Kalksalze sind die neutralen Salze der zweibasischen 
Karbaminosauren und besitzen die Formel: 


r—Nn'coo 


Goo — ca 
Die Kalksalze waren im Eisschranke im Vacuum iiber 
Ofters gewechselter Schwefelsiiture getrocknet und dann zur 
Analyse bei 100° getrocknet, wobei die trockenen Salze nicht 
zersetzt werden. 


Karbaminoessigsaures Calcium (glykokollkarbon- 
saures Calcium) 


cH, 


| 
COO — Ca 
I. 0.1924 g Substanz gaben 0,1233 g CaCO, und 0,1666 g CaSO, 


Hl. 0.2915 » > > 21,9 bei 12°, 756 mm Bar. 
Gefunden: Berechnet: 
Ca 25,63 °/o, 25,43 25,46 °/0 
N 8,95 8,94°/o 


Karbaminopropionsaures Calcium (alaninkarbon- 
saures Calcium) 


CH, 

| 

coo 
| al 
COO — Ca 


‘) Diese N-Bestimmung verdanke ich Herrn Kollegen Fr. Hofmann. 
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4g 1-Alanin in 100 ccm Wasser gelést etc. Ausbeute 6 g. 
]. 0.3715 g Substanz gaben 0.2908 ¢ CaSQ, 


I. 0.3075 » > erf. 18.6 ccm O14 n. S. 
Gefunden: Berechnet: 
Ca 23,00 °/o 23,37 
N 847 °/o 8.21 


'Karbaminoisokapronsaures Calcium (l-leucinkarbon- 
saures Calcium) 
(CH,),CH - CH, - CH — NH — COO 
2.5 ¢ l-Leucin in 100 ccm Wasser gelést ete. Ausbeute 2,9 ¢ 


I. 0.2354 g Substanz gaben 0.1516 ¢ CasO, 
I], 0.3132 » » erf. 13,7 cem Of n. S. 


Gefunden: Berechnet: 
Ca 18,93 ° 18,77 °/o 
N °/o 6,59 °/o 


Karbomethylaminoessigsaures Calcium (sarkosin- 
karbonsaures Calcium) C,H,NO,Ca 
2 g Sarkosin in 100 ccm Wasser. Ausbeute 2,2 g. 
I. 0.2502 g Substanz gaben 0,1967 g CaSO, 
II. 0,3270 » > erf. 18,8 cem Of n. S. 


Gefunden: Berechnet: 
Ca 23,05 °/o 23,37 
N 8,02 °o 8,21 


Karbophenylaminoessigsaures Calcium (phenyl- 
glykokollkarbonsaures Calcium) C,H,NO,Ca 
5g Phenylglykokoll in 100 com Wasser gelést. Ausbeute weniger als 1 g. 
I, 0,1907 g Substanz gaben 0,1119 g CaSO, 
Il. 0,2714 » : verbr. 11,4 ccm 0,1 n. S. 


Gefunden: Berechnet: 
Ca 17,25 17,16 °/o 
N *5,88 °/o 6,02 °/o 


Es bilden also nicht nur primére, sondern auch sekun- 
dare Aminoséuren durck Anlagern von Kohlensiure Karbaminate. 


III. Bindung von Kohlensaure durch Pepton und Eiweif. 

Die Peptone sind Amidoséuren und zwar solche, bei denen 
die sauren Eigenschaften tiber die basischen iiberwiegen, wie 
in der Asparaginsdiure und Glutaminsiure. Durch die Resultate, 


92 M. Siegfried, 


welche Herr W. Neumann durch Leitfahigkeitsbestimmungen 
erhalten hat und demniichst verdffentlichen wird, wird gezeigt, 
dab im Pepsinfibrinpepton auf 3 H-lonen 2 OH-lonen kommen. 
Bisher war die Grobe des SalzsiiurebindungsvermOgens nur von 
mir fiir die Fleischséiure') bestimmt worden: Herr Neumann 
hat jetzt dieselbe Grobe fiir das mit dieser identische Trypsin- 
fibrin (Antipepton a) gefunden. 

Da auch Peptone und Eiweibkérper amphotere Amido- 
korper sind, war von vornherein zu vermuten, dafi auch sie 
Karbaminosiiuren bilden. Fir die biologische Bedeutung der 
organischen Bindung der Kohlensiiure ist vor allem das Ver- 
halten der reinen Peptone wichtig, da sie dem Eiweifi viel 
nither als die einfachen Amidosiiuren stehen und doch tber- 
sehbare, reine Substanzen sind. Bis jetzt wurde das Pepsin- 
fibrinpepton a untersucht. Dieses verhiilt sich gegen Kohlen- 
siiure bei Gegenwart von Barythydrat, Kalkhydrat oder Natron- 
lauge genau wie die einfachen Amidosiuren. 

Wurde zu 5 cem einer Loésung von Pepsinfibrinpepton a, 
welche 0.8643 ¢ Pepton in 50 ecm. enthielt, tiberschiissiges 
Barytwasser gegeben und gekocht, so blieb die Losung vollig 
klar. Wurde jedoch in die Mischung von 5 ccm PeptonlOsung 
und 20 com O.1 normal Barytwasser unter Kithlung in Eiswasser 
Kohlensiiure geleitet, dazu iiberschiissiges Barytwasser gegeben, 
filtriert, so schied das Filtrat beim Kochen  reichlich Baryum- 
karbonat ab. Es wurden ferner 200 ccm einer 2°/oigen Pepton- 
losung mit 200 cem 0,2 normal Na,CO,-Lisung vermischt, andern- 
tags 150 ccm Barytwasser zugefiigt und filtriert. 500 cem des 
Filtrates lieferten durch Austreiben mit Weinsiure 0,1230 g CO,. 

Aus der Losung von 6 g dieses Peptons in 20 cem Wasser 
wurde in derselben Weise, wie die Kalksalze der Karbamino- 
siiuren dargestellt, waren, ein Kalksalz erhalten, das vollig klar 
in Wasser loslich war, dessen wiisserige LOsung beim Erhitzen 
reichlich Calciumkarbonat ausschied. Obgleich die Analysen 
nahe auf die Formel (C,,H,,N,0,,) Caz, welche bedeuten wiirde, 
dali auf 1 Aquivalent Pepton, das der Formel C,,H,,N,0, ent- 
spricht, ein Molekiil Kohlensiiure aufgenommen ist, stimmten, 


') M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. XXI, S. 368. 
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will ich die Entscheidung tiber die Zusammensetzung des Pro- 
duktes fiir eine spiitere Mitteilung vorbehalten. Nur soviel ist 
jedoch bewiesen, dafi Pepsintibrinpepton a bei Gegenwart von 
Kalk- oder Barythydrat ein Karbopeptonat bildet, indem es 
Kohlenséure organisch bindet. 

Ebenso verhielt’ sich kristallisiertes Serumalbumin. Das 
Serumalbumin, aus Pferdeblut dargestellt, war zweimal kristal- 
lisiert, 18 Tage in flieB}endem Wasser bei Gegenwart von Chloro- 
form und dann gegen destilliertes Wasser und Chloroform bis 
zum Verschwinden der SO,-Reaktion dialysiert. Die klar fil- 
trierte und verdiinnte Losung enthielt nach der N-Bestimmung 
0,45°%o Eiweib. 

200 com dieser Eiweiblésung wurden in Eiswasser mit 
Kohlensiiure gesittigt, dann Kalkmilch zugegeben, wieder Kohlen- 
siure eingeleitet und zuletzt nochmals Kalkmilch kristailli- 
siertes Calciumkarbonat gegeben, geschiittelt und scharf zentri- 
fugiert. In der abgehobenen Fliissigkeit, welche kein Calcium- 
karbonat mikroskopisch erkennen lieb, wurde im Kohlensiiure- 
bestimmungsapparate mit Weinsidure die Kohlensiiure ausge- 
trieben. Erhalten wurden O0,1857 g CO,. 

Dieses Ergebnis spricht deutlich fiir die Fiahigkeit des 
kristallisierten Serumalbumins, Kohlensiiure bei Gegenwart von 
Kalkhydrat zu binden. Allerdings kann der Einwand nicht ganz 
zuruckgewiesen werden, dafi hier Calciumkarbonat colloid in 
Losung gehalten worden ist. Es liegt hier wieder ein Fall vor, 
bei dem eine Frage das Eiweifmolekiil betreffend kaum ganz 
einwand{rei durch das Experiment mit dem Eiweif selbst be- 
antwortet werden kann, bei dem der Analogieschlu aus den 
mit den einfachen, dem Eiweifi ihnilichen Amidosiiuren, vor 
allem dem Pepton, viel beweisender als das positive Ergebnis, 
das das Eiweifimolekiil liefert, ist. 

Es wurden ferner mehrere Versuche mit Pferdeserum 
angestellt: auch hier wurde das mit Kohlensaure und Kalk- 
kydrat behandelte, mit Kalkmileh und gefalltem kristallisierten 
Calciumkarbonat geschiittelte Serum sorgfaltig zentrifugiert und 
filtriert; auch hier wurden stets reichliche Mengen Kohlensiiure 
nach Erwiirmen mit Weinsiiure erhalten. 
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Es erhebt sich weiter die Frage: Sind Amidosiiuren und 
EKiweifkérper als solche, ohne Gegenwart basischer Stoffe, im- 
stande, Kohlensiiure organisch zu binden? 

Fiir die einfachen Amidosiiuren der Glykokollreihe deckt 
sich diese Frage mit der nach der Bestiindigkeit der freien 
Karbaminosiiuren in wiisseriger Losung. 

Bei den Amidosiiureamiden, Peptonen und EiweiSkoOrpern 
liegt die Méglichkeit vor, dafi die Neutralisation der Karboxyl- 
gruppen durch basische Gruppen des Molekiils selbst, etwa 
durch Siiureamidgruppen erfolgt, daB also auch ohne Gegen- 
wart von Alkalien oder Erdalkalien durch Kohlensaure nicht 
freie Karbaminosiiuren, sondern Karbaminate entstehen. Im 
Serum tritt noch die Méglichkeit hinzu, daB an Stelle der Al- 
kalien und Erdalkalien basische Eiweibstoffe die Neutralisation 
iibernehmen. 

Die Versuche, welche ich bis jetzt tiber diese Frage 
angestellt habe, lassen erkennen, dafi bei Korpertemperatur 
Karbaminoessigsiiure in wisseriger L6sung in freiem Zustande 
nicht oder kaum nachweisbar bestiindig ist, hingegen bei 0° 
bis zu einem gewissen Grade. Man erhalt zwar auch, wenn 
Glykokoll6sung bei K6rpertemperatur mit Kohlensiiure gesattigt 
ist, dann auf Zusatz von Kalk- oder Barytwasser Salze der 
Karbaminosiiuren: diese bilden sich jedoch erst im Momente 
des Zugebens der Erdalkalilaugen aus der physikalisch in der 
Losung gelosten Kohlensiiure. Siattigt man eine konzentrierte 
Glykokollésung bei O° mit Kohlensiure, rasch mit Alkohol 
kristallisieren, saugt rasch ab und lést die Kristalle in Baryt- 
wasser, so geben diese LOsungen beim Kochen kein Baryum- 
karbonat. Wurden hingegen 0,1 normale Lo6sungen von Asparagin 
im Ostwaldschen Thermostaten bei 37° mit Kohlensiiure ge- 
siittigt, so lieben sich aus diesen LOsungen mehr als 50°/o mehr 
Kohlensiiure durch Kochen austreiben, als der Léslichkeit der 
Kohlensiiure in Wasser entspricht. Es scheint also hier die 
Siiureamidgruppe die bildung von Karbaminaten zu ermdglichen. 

Aus der Lésung von 4 g des aschefreien Pepsinfibrin- 
peptons a in 200 ccm Wasser lieh sich nach Sattigen mit 
Kohlensiiure bei 10° mit Weinsiiure 0,6214 g Kohlensiure aus- 
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treiben. 90 cem der 0,45°/oigen Lésung des kristallisierten 
Serumalbumins lieferten unter gleichen Bedingungen 0,3267 g CQ,,. 
Bemerkt sei, dali diese Werte nur Mindestwerte bedeuten, da bei 
diesen vorliiufigen Versuchen, um ein Zuviel von Kohlenséure 
zu vermeiden, die Losungen in den Kohlensiiurebestimmungs- 
apparat mit der Pipette iibertragen oder durch einen Scheide- 
trichter hineingelassen wurden, wodurch Verluste an Kohlen- 
siure entstehen. 


Die angefiihrten Resultate und Griinde lassen die An- 
nahme gerechtfertigt erscheinen, dab, wo im tierischen Orga- 
nismus Kohlensdure mit Eiweifi zusammentrifft, Kohlensiiure 
organisch gebunden wird, und dah die hierbei entstehenden 
Verbindungen wieder unter Abgabe von Kohlensiiure zerfallen. 
Fir die Beurteilung der Abhiingigkeit der Bildung und des 
Zerfalles dieser Verbindung von dem Kohlensiiuredrucke wird 
namentlich das Studium der Verbindungen des Asparagins und 
der Peptone wertvoll sein, woriiber ich demniichst berichten 
zu konnen_ hoffe. 

Wenn ich auch weit davon entfernt bin, auf Grund der 
gewonnenen Resultate unsere Vorstellungen iiber die Bindung 
der Kohlensiure im blute umgestalten zu wollen, so glaube ich 
doch, daB die neue erkannte Reaktion als Faktor der Vorgiinge 
im Blute beriicksichtigt werden mubB. Wenn auch erst neue 
Versuche die Bedeutung der Reaktion fiir die Kohlensiiure- 
bindung im blute feststellen miissen, so erscheinen dort schon 
jetzt friihere Beobachtungen ihre Erklirung zu finden. Die 
Hypothese Setschenows, daB durch Kohlensiiure aus Serum- 
eiweif} eine Siiure, das Karboeiweil, entsteht. die Karbohiimo- 
globine Bohrs erscheinen in einem neuen Lichte. 

Die Karbaminreaktion wird sich auch bei den Vorgiingen 
im arbeitenden Muskel geltend machen. Bel momentaner An- 
hiiufung der Kohlensiiure durch den Oxydationsprozef im Muskel 
wird Kohlenséure organisch gebunden werden: die entstehenden 
Verbindungen werden bei hydrolytischer Spaltung ohne Auf- 
nahme von Sauerstoff Kohlensiure liefern. Solche Vorgiinge 


96 M. Siegfried, Uber die Bindung von Koblensiure. 


hat zuerst Hermann’) nachgewiesen. An Stelle der bisherigen 
Vorstellung, dai bei der Muskeltatigkeit zunachst Oxydations- 
produkte durch Aufnahme von Sauerstoff entstehen, die dann 
in einer zweiten Phase der HReaktion unter Abspaltung von 
Kohlensiiure zerfallen, oder neben diese hiitte dann die zu 
treten, dali die bei der Reaktion primiir entstehende Kohlen- 
siure unter Bildung von Karbonséuren, die durch Hydrolyse 
Kohlensaiure abspalten, zum Teil voriibergehend gebunden wird. 
Diese Bindung der Kohlensiure wiirde eine Beschleunigung des 
Oxydationsprozesses bedeuten. 

Schlieblich wird sich auch die Pflanzenphysiologie mit 
dieser Frage zu beschiiftigen haben. Wo Chlorophyll ist, ist 
auch Protoplasma. Entstehen auch hier bei der Aufnahme von 
Kohlensiiure durch die Pflanze Karbaminogruppen, so wird die 
Aufnahme von Kohlensiure hierdurch begiinstigt. An Stelle 
oder neben der Frage: Wie wird Kohlensiure reduziert? miibte 
die Frage gelést werden: Wie werden Karbonsaéuren reduziert ? 


L. Hermann, Untersuchungen iiber den Stoffwechsel der Muskeln. 
Berlin 1867. Vgl. auch M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. XXI, S. 378. 
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Neue Reaktionen und Derivate der Glukuronsaure.') 
VII. Mitteilung tber Glukuronsaure.?) 


Von 
Carl Neuberg und Wilhelm Neimann. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Februar 1905.) 


Durch Untersuchungen von Neuberg und Mayer iiber 
das Schicksal der stereoisomeren Mannosen im Tierkérper hat 
sich ergeben, dafi die bekannte von Lobry de Bruyn und 
A. van Eckenstein aufgefundene, unter dem EinfluB von Hy- 
droxylionen vor sich gehende gegenseitige Umwandlung der Zucker 
in einander auch im lebenden Organismus statthaben kann. Bei 
der weiten Verbreitung der Glukuronsiiure ist es denkbar, daB 
auch diese chemisch wie physiologisch den Kohlehydraten nahe- 
stehende Substanz ahnlichen Umwandlungen unterworfen ist. 

Es wurde deshalb die Einwirkung von Alkalien auf 
Glukuronsdure zum Gegenstande einer Untersuchung gemacht, 
die aber bei der Schwierigkeit, die entstehenden Produkte von 
einander und dem Ausgangsmaterial zu trennen, bisher zu wenig 
befriedigenden Ergebnissen gefiihrt hat. Dagegen gliickte es, bei 
der Einwirkung von Kalk zu definierten Produkten zu gelangen. 
Unter dem Einflusse von Calciumhydroxyd erleidet nimlich die Glu- 
kuronsiure eine Umwandlung, welche der bekannten besonders 


‘) Vorgetragen in der Sitzung der Deutschen chemischen Gesell- 
schaft vom 25. Januar 1904. 

*) Die friiheren Mitteilungen siehe: 1. Ber., Bd. XXXII, 5S. 2395 
(1899); 2. Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 256 (1900); 3. Ber., Bd. XXXIII, 
S. 3315 (1900); 4. Zentralblatt f. d. medizin. Wissenschaften, 1902, Nr. 32; 
5. Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 261 (1902); 6. Ergebnisse der Physio- 
logie, Bd. Ill, S. 373—452 (1904). 
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von Kiliani') aufgeklarten Saccharinbildung des Trauben- 
zuckers analog ist. Als Hauptprodukt der Reaktion entsteht 
COOH — CHOH — CHOH — CHOH — CHOH — CHO > 
CH, 
/ 
COOH — CHOH — CHOH—C COOH, 


OH 
eine Dikarbonsiiure, welche mit der von Kiliani durch Oxy- 
dation des Saccharins mit Salpetersiure erhaltenen Saccharon- 
saure 
CH, 
CH,OH — CHOH — CHOH —C — COOH > 


OH 
CH, 


COOH — CHOH — CHOH COOH 
OH 
identisch ist. Genau wie bei der Saccharinumlagerung der Glukose 


wird auch hier eine Reihe anderer Siiuren als Nebenprodukte 


erhalten, unter denen I-Glyzerinsiure 
CH,OH 


| 
HCOH 


hat nachgewiesen werden 

Von den in der Zukerreihe mit so grofbem Erfolge an- 
gewandten Methoden des Zuckerauf- und -abbaues durch An- 
lagerung resp. Fortnahme der Elemente der Blausdure ist 
bisher nur der letztere Versuch auf Glukuronsiure iibertragen 
worden. Es wurde daher auch die Einwirkung von Blau- 
siiure auf Glukuronsaure untersucht. Diese Anlagerung er- 
reicht man nach unseren Erfahrungen am leichtesten durch Ein- 
wirkung eines geringen Uberschusses von Cyankalium. Das ent- 
stehende Nitril haben wir nicht zu isolieren versucht, vielmehr 
durch Verseifung des Rohproduktes direkt eine Pentaoxy- 
pimelinsiure erhalten. Ein Blick auf die Formeln 


1) H. Kiliani, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XV, S. 701 u. 2957. 
H. Kiliani, Annalen, Bd. CCXVII, S. 361. 
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CN COOH 
| | 
COH x CHOH xX CHOH 
| | | 
HCOH HCOH HCOH 
OHCH OHCH OHCH 
| | | 
HCOH HCOH HCOH 
| | | 
HCOH HCOH HCOH 
| | | 
COOH COOK COOK 


lehrt, daB nach der Theorie die Entstehung zweier Siiuren zu 
erwarten ist, indem das die Synthese vermittelnde Kohlenstoffatom 
(in den Formeln mit & versehen) asymmetrisch wird. In reinem 
Zustande haben wir jedoch nur eine dieser Sauren erhalten 
kénnen, und zwar die a-Siéure. Diese ist identisch mit der 
Dikarbonsiure, welche zuerst Kiliani’) durch Oxydation der 
a-Glukosekarbonséure und dann Emil Fischer?) durch die der 
a-Glukoheptose selbst mit Salpetersiure erhielt. Es muf dahin- 
gestellt bleiben, ob hier tatséchlich, ahnlich wie bei der Blau- 
siureanlagerung an Mannose,*) ein asymmetrischer Verlauf der 
Synthese vorliegt oder ob die Isolierungsmethode hieran Schuld 
tragt. 

Nicht unerwihnt moge bleiben, merkwiirdigerweise 
freie Glukuronsiure und freie Blausiure selbst bei monatelanger 
Beriihrung nicht aufeinander einwirken und auch ein geringer 
Zusatz von Ammoniak hieran nichts indert, da dieses infolge 
Bindung an die Karboxylgruppe der Glukuronsiure nicht wie bei 
den Zuckern als Ubertriiger wirken hann. 

Durch neuere Untersuchungen von N. Schoorl*) ist be- 
kannt geworden, daf fast alle Zucker die Fihigkeit besitzen, 
mit Harnstoff zu Verbindungen zusammenzutreten. Es war 
nun von besonderem Interesse, zu untersuchen, ob auch die 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XIX, S. 1917. 
*) Annalen, Bd. CCLXX, S. 64. 
3) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXII, S. 365; 
Bd. XXIII, S. 2226. 
*) Koning]. Acad. von Weetenschapen te Amsterdam 1901 (10. Januar). 
Rec. d. trav. chim. d. Pays-Bas, Bd. XXII, S. 31 (1903). 
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Glukuronsiure hierzu befahigt ist. Denn die physiologischen 
Bedingungen fiir das Zustandekommen einer solchen Verbindung 
sind durchaus vorhanden. In der Tat gelingt es, Glukuron- 
siure und Harnstoff zu einer Verbindung zu vereinigen. 

Lift man im Brutschrank f&quimolekulare Mengen von 
Glukuronsiure und Harnstoff unter Zusatz von fiinfprozentiger 
Schwefelsiiure stehen, so kann man bereits nach einigen Tagen 
eine Abnahme des Drehungsvermdgens feststellen, welches jedoch 
erst nach mehrmonatlichem Stehen einen konstanten Wert er- 
reicht. So leicht sich durch diese physikalischen Daten der 
Eintritt der Reaktion erkennen lieB, so bedeutende Schwierig- 
keiten machte die Isolierung und Reindarstellung der entstehen- 
den Verbindung, welche schlieflich in Form des Baryum- 
salzes gelang. 

Die freie Ureidoglukuronsiéure neigt, wie zu erwarten 
war, zum Zerfall in die Komponenten, der langsam von selbst 
und leicht durch Hydrolyse mit verdiinnten Mineralsiuren ein- 
tritt. Bemerkenswerterweise drehen die freie Harnstoffglukuron- 
siure sowie ihre Salze im Gegensatz zur freien Glukuronsiiure 
links und zeigen somit ein Verhalten, wie es den eigentlichen 
gepaarten Glukuronsiiuren eigen ist. Wahrend diese aber 
nach dem Glykosid-Typus konstituiert sind (s. u.), entspricht 
die Ureidoglukuronsaure dem Aldehydimin-Typus, da thr 
nach der Synthese unzweifelhaft die Formel 

NH,—CO—N :CH— (CHOH),—COOH 
zukommt. 

Die Eigenschaften dieser Siure machen es nun wahr- 
scheinlich, daf sie unter Umstinden im Harn auftritt — wenigstens 
erkliren ihre Kigenschaften (s. exper. Teil) in ungezwungener 
Weise eine ganze Anzahl merkwiirdiger Harnbefunde, namlich 
die Fille, bei denen man eine Ablenkung der Polarisationsebene 
nach links konstatiert, die von selbst oder durch kurze Siure- 
spaltung in eine solche nach rechts umschlagt, ohne da’ man 
imstande wiire, die Vermehrung irgend eines der typischen 
Glukuronsaurepaarlinge (Phenol oder Indoxyl) nachzuweisen. 

Die Existenz einer Harnstoffglukuronsaure ist gelegentlich 
bei klinischen Untersuchungen behauptet worden, ohne da aller- 
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dings der Schatten eines Beweises fiir ihr Vorkommen_ bisher 
geliefert ware; auch scheint bei ihrer Zersetzlichkeit die Aus- 
sicht gering, dab ihre Reindarstellung aus Produkten physiolo- 
gischer Herkunft je moglich sein werde. 

Der exakte Nachweis der Glukuronsiure bietet bekanntlich 
erhebliche Schwierigkeiten. Zur Zeit ist die Erkennung mit Hilfe 
der charakteristischen Bromphenylhydrazinverbindung‘) 
die relativ leichteste und sicherste. Bei der vielfachen Anwendung 
des gewohnlichen Phenylhydrazins zum Nachweise der Zucker- 
arten war es wuinschenswert, das Verhalten der Glukuronsiiure 
zu Phenyihydrazin aufzukliiren. 

Aus kristallisiertem Glukuronsadurelakton und der be- 
rechneten Menge Phenylhydrazin hat Giemsa?) das Hydrazon 
des Glukuronsiiureanhydrids dargestellt; allein in praxi hat man 
es niemals mit reinem_ kristallisierten Glukuronsiéurelakton, 
sondern mit mehr oder minder verunreinigten Lésungen der 
freien Siiture zu tun, aus denen die erwihnte Darstellung des 
Hydrazons nicht mdglich ist. Aus solchen Lésungen Phenyl- 
hydrazinderivate der Glukuronsiiure darzustellen, hat sich eine 
ganze Reihe von Autoren bemiiht. 

Zuerst gelang es Thierfelder,*) eine bei 114° schmelzende 
Verbindung beim Kochen von Glukuronsiiure mit essigsaurem 
Phenylhydrazin darzustellen, welche auf ein Mol. Glukuron- 
sdure zweieinhalb Mol. Phenylhydrazin enthielt und deshalb 
kaum eine einfache Verbindung vorstellen kann. Sodann 
hat P. Mayer‘) gezeigt, daf man je nach den Mengenverhilt- 
nissen aus Phenylhydrazin und Glukuronsiure drei Produkte 
erhalten kann, welche bei 105—110°, 199—205°, 159—164° 
schmelzen, aber gleichfalls keine einheitlichen Verbindungen 
ergeben. Da die Schmelzpunkte der beiden letztgenannten Sub- 
stanzen ganz in der Nahe derjenigen von Pentosazon und Gluko- 
sazon liegen und demnach bei Schmelzpunktsbestimmungen 


') C.Neuberg, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXII, S.2395 (1899). 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXII, 5. 2996 (1900), 
3) Diese Zeitschrift, Bd. XI, S. 395. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 59. 
Berlin. Klin. Wochenschrift (1899), Nr. 27 u. 28. 
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leicht zu Verwechslungen Anlaf geben kénnen, so erheischen 
diese Verhiiltnisse besondere Beachtung. 

Durch einen kleinen Kunstgriff gelang die Reindarstellung 
des bisher unbekannten eigentlichen Glukuronsaureosazons 
auf folgende Weise: ; 

Lift man ein Mol. Glukuronsiiure mit drei Mol. Phenyl- 
hydrazin oder mehr im Brutschrank stehen, so tritt nach zwolf 
bis vierundzwanzig Stunden (je nach Konzentration) eine Ab- 
scheidung von schén gelben Kristallen ein, welche aus Knollen 
oder Biischeln bestehen und deren Menge sich nach drei bis 
vier Tagen nicht mehr vermehrt. Die Verbindung, aus ver- 
diinntem Alkohol umkristallisiert, schmilzt bei 200—205° und 
gibt sich durch die Analyse und KEigenschaften als Osazon 
der Glukuronsiiure 

CH : N— NHC,H, 
N— NHC, 


zu erkennen. Es ist uns unmoéglich gewesen, diese Verbindung, 
die dem Glukosazon zum Verwechseln iihnlich ist, auf dem 
iiblichen Wege der Osazondarstellung durch Erwarmen auf dem 
Wasserbade in reinem Zustande zu erhalten, da sie unzweifel- 
haft mit einer oder mehreren der zahlreich méglichen Ver- 
bindungen der Glukuronsiure mit Phenylhydrazin_ ge- 
mischt ist. 

Von diesen letztgenannten Substanzen konnten wir eine 
bisher unbekannte darstellen, und zwar ausgehend von dem 
eben erwiihnten Osazon. 

Erhitzt man ein Mol. Glukuronsiiureosazon mit der zwanzig- 
fachen Menge Alkohol und 1,2 Mol. Phenylhydrazin zwei Stunden 
im geschlossenen Rohre auf 150°, so entsteht das Osazon- 
hydrazid: 

CH : N — NHC,H, 
(CHOH), 


| 
CO + HN — NHC,H, 
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Dieses ist erheblich schwerer |6slich als das Osazon und 
scheidet sich daher beim Erkalten des Rohreninhalts direkt 
aus; durch Kristallisation aus pyridinhaltigem Alkohol kann es 
leicht rein erhalten werden. 

Die Verbindung ist wie das QOsazon gelb gefairbt und 
schmilzt bei ca. 212° unter lebhafter Gasentwicklung. Zum 
Nachweise der Glukuronsiiure ist aber weder diese Verbindung 
noch das Osazon geeignet, und es muf nach den gemachten 
Erfahrungen ihre Darstellung aus unreinen Losungen als vollig 
unmoglich bezeichnet werden. 


Experimenteller Teil. 


Einwirkung von Kalk auf Glukuronsiure. 


Eine Loésung von 50 g Glukuronsiéure in 300 com Wasser 
wurde mit 30 g Kalkhydrat versetzt und in verschlossener 
Flasche aufbewahrt. Nach dreimonatlichem Stehen bei Zimmer- 
temperatur, wahrend welcher Zeit eine merkliche Sauerstoff- 
absorption stattgefunden und sich eine Schicht eines voluminésen 
Kalksalzes abgelagert hatte, war das Reduktionsvermégen noch 
nicht geschwunden; die gesamte Fliissigkeit wurde deshalb noch 
einen Monat im Brutschrank bei 40° unter haufigem Umschiitteln 
belassen, und nunmehr war vollstandiger Verlust des Reduktions- 
vermogens eingetreten. Das Reaktionsgemisch wurde sodann 
ohne voraufgegangene Filtration zum Sieden erhitzt und mit 
Kohlensaéure bis zum Eintritt der neutralen Reaktion behandelt. 
Das dunkelgelb gefarbte Filtrat der unlislichen Kalksalze wurde 
auf etwa 50 ccm eingedampft und der fraktionierten Fiillung 
mit Bleiacetat (Niederschlag 1), Bleiessig (Niederschlag II) und 
Bleiessig unter Zusatz von Ammoniak (Niederschlag III) 
unterzogen. Die gut ausgewaschenen Bleiniederschliige wurden 
hierauf einzeln mit Schwefelwasserstoff, anfangs in der Kiilte, 
schlieBlich in der Siedehitze behandelt und die Filtrate vom 
Schwefelblei auf dem Wasserbade eingeengt. Dabei ergab die 
Bleizuckerfallung einen Sirup, der nach kurzem Stehen im 
Exsikkator fast vollstandig kristallisierte. Die abgeschiedenen 
Kristalle wurden durch Streichen auf Ton von der ziihen, braunen 
Mutterlauge befreit und ergaben nach Kristallisation, erst aus 
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Alkohol und dann aus heifem Wasser unter Zusatz von Knochen- 
kohle eine nicht unbetrachtliche Menge (ca. 2 g) harter glas- 
glanzender Kristalle. 
Die Analyse ergab, dali die Verbindung 1 Mol. Kristall- 
wasser enthilt, welches im Vacuum bei 70° entweicht. 
0.1830 g Substanz verloren 0.0172 H,O 
Q1515 » > : 0.2066 g CO, und 0,0737 g H,O 
Berechnet: H,O = 9,28; C = 37,11; H = 5,15%,e 
ah Gefunden : H,O = 9,40; C = 37,22; H = 5,41%o 


Die Verbindung ist optisch aktiv und zwar ist 
— — 5,99° 
(a = — 09°; ¢ = 962; = 9) 

Der Schmelzpunkt liegt bei 154—156° nach vorherigem Sintern. 

Nach diesen physikalischen und chemischen Eigenschaften 
kann kein Zweifel bestehen, da die Substanz mit dem Saccharon 
identisch ist, das Kiliani!) durch Oxydation des Saccharins mit 
Salpetersiiure erhalten hat. Den Schmelzpunkt dieser Verbindung 
gibt Kiliani zu 156° an: er fand die Substanz gleichfalls links- 
drehend ({a|y) = — 6,1°) und nach der Formel C,H,O, -+- H,O 
zusammengesetzt. Die Substanz ist demnach das Anhydrid der 
sogenannten Saccharonsiiure, der die Formel 


COOH — CHOH — CHOH — C — COOH 
Nou 


zukommt. 

Der Bleiessigniederschlag lieferte nach der Zerlegung 
und Konzentration des Filtrates vom Schwefelblei. im Vacuum 
nur eine relativ geringe Menge (0,5 g) eines Sirups, welcher 
nach liingerem Verreiben im Exsikkator von selber kristallisierte. 
Er war leicht léslich in Alkohol, etwas schwerer in Ather; der 
Verdampfungsriickstand des itherischen Auszuges schied nach 
liingerem Stehen spiirliche Kristalle aus, deren Menge zur Analyse 
zu gering war. Aus dem amorphen Anteile haben wir irgend 
welche kristallisierbaren Salze nicht gewinnen konnen. 

Der Bleiessigammoniakniederschlag ergab bei gleicher 
Behandlung einen ebenfalls nicht kristallisierenden Sirup, welcher 


') H. Kiliani, Annalen d. Chemie, Bd. CCXVIII, 5. 363. 
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leicht in Alkohol, aber kaum in Ather léslich war. Von diesem 
ausgehend gelang es aber, ein kristallisierendes Salz herzustellen. 
Zu dessen Bereitung wurde der gesamte Sirup, etwa 3 g, in 
60 cm gelést und einige Zeit unter Ersatz des verdampfenden 
Wassers mit Kupferkarbonat gekocht. Aus der filtrierten und 
auf etwa 10 ccm eingeengten Fliissigkeit schieden sich auf 
Zusatz der gleichen Menge absoluten Alkohols nach mehr- 
stiindigem Stehen in reichlicher Menge Kristalle von blaugriiner 
Farbung ab, die nach einigen Tagen abgesaugt und mit Alkohol 
gewaschen wurden. Durch Losen in Wasser und Kristallisation 
aus der mit Alkohol versetzten LOsung wurden sie rein erhalten. 
Die bei 100° getrocknete Verbindung ergab bei der Analyse 
Zahlen, nach denen sie als glycerinsaures Kupfer!) be- 
trachten ist. 

0,1808 g Substanz: 0,1735 g CO, und 0,0636 g H,O 

und 0,0529 g CuO als Riickstand (== 0,0423 g Cu) 

0,2006 g Substanz: 0,0577 g CuO (= 0,0462 g Cu) 

(CgH;0,),Cu 

Berechnet: Cu = 23,08; C = 26,36; H 
Gefunden : Cu = 23,03; C = 26,21; H 

Cu = 23,41 0, 

Durch Behandlung des Kupfersalzes mit tiberschiissigem 
Barytwasser, Behandlung des Filtrats vom Cu(OH), mit CO, 
und Konzentration der vom Baryumkarbonat abfiltrierten Fliissig- 
keit wurde ein glyzerinsaures Baryum erhalten, dessen Lésung 
rechts drehte.?) Die entstandene Glyzerinsdure selbst ist die 
l-Form (vergl. Seite 138). 

Die Einwirkung von Kalk auf Glukuronsiure vollzieht 
sich, soweit man aus den isolierten Produkten schlieBben kann, 
analog der von Kalk auf Traubenzucker. Hierbei entstehen be- 
kanntlich als Hauptprodukte der Reaktion Saccharin und Mileh- 
siure: 


3,67 
3,92 %/o 


CH,OH — CHOH — CHOH — CHOH — CHOH — CHO > 


CH,OH — CHOH — CHOH — C 


— COOH und 
‘OH 


CH, — CHOH — COOH. 


‘) Huppert, Chem. Zentralbl., 1863, 5S. 835. 
*) Ber., Bd. XXXVII, 5S. 349. 
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In ahnlicher Weise entstehen aus der Glukuronsdure das 
Saccharon bezw. Saccharonséure und Glyzerinsdure 


COOH — CHOH — CHOH — CHOH — CHOH — CHO > 


COOH — CHOH — CHOH— — COOH und 


CH,OH — CHOH — COOH. 


Einwirkung von Cyankalium auf Glukuronsaure. 


Pentaoxypimelinsiure. 
COOH-(CHOH),-COOH. 


Wie schon hervorgehoben ist, reagieren Blauséure und 
freie Glukuronsiiure bezw. LOsungen ihres Laktons nicht auf- 
einander, selbst nicht nach Zusatz einer kleinen Menge Am- 
moniak.'!) Dagegen kann man die Anlagerung der Blausiure 
durch Einwirkung von Cyanammonium auf glukuronsaures 
Ammon, d. h. mit Ammoniak neutralisierte Glukuronsdure er- 
reichen; am einfachsten aber gelingt die Prozedur bei An- 
wendung von freier Glukuronséiure und Cyankalium. 

Zur Ausfiihrung dieses Versuches wurden 26 g Glukuron- 
sdure und 8 g Cyankalium in ca. 100 ccm Wasser gelést und 
so lange bei gewOhnlicher Temperatur stehen gelassen, bis jede 
Reduktion verschwunden war, was eine Zeit von 10—14 Tagen 
erforderte. Das dickfliissige Reaktionsgemisch wurde sodann 
mit verdiinnter Essigséure bis zur deutlich saueren Reaktion 
versetzt und zur Vertreibung tiberschissiger Blausiiure, sowie 
zum Zwecke gleichzeitiger Verseifung des primir entstandenen 
Nitrils bezw. Amids einige Zeit tiber freier Flamme_ gekocht. 
Nach dem Verschwinden des Blausiuregeruches wurde die 
Fliissigkeit annaéhernd mit Ammoniak neutralisiert und nunmehr 
mit Bleiessig versetzt. Hierbei fiel ein dickes, hellgelb gefirbtes 
Bleisalz aus, welches abgesaugt, gut gewaschen und durch 
Schwefelwasserstoff in der Wiirme zersetzt wurde. Die filtrierte 
Lésung lieferte beim Einengen auf dem Wasserbade schlieBlich 
einen dicken Sirup, welcher jedoch nicht zur Kristallisation zu 

') Vergl. die analogen Verhiltnisse bei der Einwirkung von Cyan- 


wasserstoff auf Glukosaminchlorhydrat (Neuberg und Wolff, Ber. der 
Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, S. 4018. 
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bringen war. Die Isolierung der Siure gelang indessen ver- 
mittelst ihres Kalksalzes. 

Zu dessen Darstellung versetzten wir den mit der fiinfzig- 
fachen Menge Wasser verdiinnten Sirup mit soviel Calcium- 
karbonat, dai bei erneutem Zusatz kein Aufbrausen mehr 
stattfand. Dann wurde unter Zugabe von Tierkohle einige Zeit 
gekocht, vom Ungelodsten abfiltriert und eingedampft. Hierbei 
schieden sich aus der hellgefiirbten Losung Kristalle aus, die 
nach einigem Stehen abgesaugt und mit Alkohol gewaschen 
wurden. Die leicht grau gefiirbte Verbindung wurde zur Reinigung 
in sehr viel Wasser gelést und mit Knochenkohle gekocht; ver- 
setzte man die eingeengte LOsung mit etwas Alkohol, so begann 
nach kurzer Zeit die Kristallisation des reinen Kalksalzes. 

Es bildet farblose weifbe Kiigelechen oder Plattchen: seine 


LOsung in Salzsdure ist nicht drehend. 
0,1242 g Substanz verloren bei 80° im Vacuum 0,0252 g H,O 
0.1902 » > ergaben 0,1674 g CO, und 0,0858 g H,O 


0.1363 »  0,0222 » CaO (0,0159 Ca) 
C,H,,0,Ca 


Berechnet: C = 24,00; H = 5,14; Ca = 11,48; HO = 20,57°%c 
Gefunden : C = 23,99; H = 5,03; Ca = 11,67; HO = 20,31°%,o 
Demnach ist die Kalkverbindung ein Salz der durch intra- 
molekularen Ausgleich optisch inaktiven a-Pentaoxypimelin- 
siiture, welche Kiliani durch Oxydation der a-Glukoheptonsaure 
und Fischer aus a-Glukoheptose selbst durch Salpetersiure 
erhalten haben. Das nach der Theorie zu erwartende lsomere, 
die B-Pentaoxypimelinsdure, haben wir, wie bereits vorher er- 
wahnt, nicht auffinden kénnen. 


Kinwirkung von Harnstoff auf Glukuronsiure. 


H,N - CO. N: HC—(CHOH),—-COOH. 


Ureidoglukuronsiure. 


Lost man 7,5 ¢ Glukuronsiiureanhydrid und 2,5 g Harn- 
stoff zusammen in 40 ccm Schwefelsiiure von 5°/o und stellt 
das Gemisch in den Brutschrank bei 40°, so sinkt die anfing- 
liche Rechtsdrehung der Lésung um ein betriachtliches, ohne 
jedoch ganz zu verschwinden. 
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Erst nach zweieinhalbmonatlichem Stehen dandert sich 
die Drehung nicht mehr, so dai man annehmen kann, die 
Reaktion sei zum Stillstand gekommen. Die Darstellung der 
Harnstoffderivate der eigentlichen Zucker gelingt nach ihrem 
Entdecker leicht nur in defjenigen Fillen, wo man aus dem 
Gemisch der Reaktionsprodukte den unveriinderten Zucker durch 
Vergirung entfernen kann. Da aber die Glukuronsiiure  be- 
kanntlich gegen die Enzyme der Hefe unempfindlich ist, war 
dieser Weg zur Darstellung der Harnstoffglukuronsiure von 
vornherein ausgeschlossen, und die Entfernung aus der resul- 
tierenden Losung bot die gréfbten Schwierigkeiten. Derselben 
wurden wir nach vielen Fehlversuchen auf folgende Weise Herr: 

Die schwefelsaure LOsung wird in der Kalte mit gesattigtem 
Barytwasser bis zur stark alkalischen Reaktion versetzt und 
schnell aufgekocht. Dadurch wird neben Baryumsulfat die 
Hauptmenge der nicht in Reaktion getretenen Glukuronsiure 
als basisches Baryumsalz gefallt. Die durch Einstellen in Eis 
rasch gekiihlte Losung wird durch Filtration von den abge- 
schiedenen Baryumsalzen und dann durch Einleiten von Kohlen- 
siiure yom Uberschiissigen Baryt befreit: sodann wird die resul- 
tierende farblose Fliissigkeit im Vacuum bis auf ein kleines 
Volumen eingedampft. Enthalt die LOsung, was fast immer der 
Fall ist, eine stark reduzierende Substanz, d. h. unveriinderte 
oder aus der Harnstolffverbindung wieder abgespalltene Glukuron- 
siiure, so wird sie nochmals mit Barytwasser aufgekocht, rasch 
filtriert und durch Kohlensiure der iiberschiissige Baryt gefillt. Die 
bei richtig geleiteter Operation nunmehr wasserhelle, hochstens 
schwach gelbe Fliissigkeit wird dann in das vierzigfache Volumen 
absoluten Alkohols unter Riihren eingetropft. Die entstehende 
farblose Fidlung bildet nach dem. Abfiltrieren einen weiben, 
durchaus bestiindigen Niederschlag, der zur Reinigung nochmals 
in Wasser gelést und mit absolutem Alkohol wieder ausge- 
faillt wird. 

Die Analyse der Substanz zeigt, daf hier das neutrale 
Baryumsalz der Harnstoffglukuronsaure 


vorhegt. 
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0.1808 g Substanz: 0,0702 g BaSO, 
0,2007 » » 0.2022 » CO, und 0,0704 g H,O 
02:00 » > : 20,0 cem N (19°, 746 mm) 
C,,H,,0,,N,Ba 
Berechnet: Ba = 22,57; C = 27,68; H = 3,62; N = 9,23% 
Gefunden : Ba = 22,28; C = 27,52; H = 3,90; N = 9,31% 


Die Verbindung zeigt einige iiberraschende Eigenschaften. 
Das Reduktionsvermégen, welches der Glukuronsiiure und thren 
Salzen eigen ist, fehlt der Verbindung. Kocht man sie aber 
einige Zeit, etwa 3—4 Minuten, mit Fehlingscher LoOsung, so 
erfolgt schuBweise die Ausscheidung von gelbrotem Kupfer- 
oxydul. Diese Eigenschaft erinnert an das Verhalten einiger 
gepaarter Glukuronsiiuren. Mit diesen zeigt die vorliegende 
Substanz eine weitere Analogie, die in der optischen Links- 
drehung, dem Charakteristikum aller gepaarten Glukuronsiuren, 
besteht. Diese Linksdrehung betriigt in wasseriger LOsung 

= — 15,83° 
(l= 1; 884; a= 1° 26’). 

Durch Enzyme, wie Kefirlaktase, Emulsin oder Heten- 
maltase, ist die Harnstoffglukuronsiiure im Gegensatze zu den 
eigentlichen gepaarten Glukuronsiiuren nicht spaltbar, was bet 
ihrer abweichenden Konstitution auch nicht zu erwarten ist. 
(Siehe die folgende Mitteilung.) 

Ausgehend von dem reinen Baryumsalze haben wir nun 
versucht, die freie Harnstoffglukuronsaure darzustellen. Bet 
genauer Ausfillung des Baryums mit Schwefelséiure enthalt die 
Fliissigkeit zuniichst freie Harnstoffglukuronsiiure, der man eine 
gewisse Bestiindigkeit in wisseriger LOsung nicht absprechen 
kann. Die zunehmende Linksdrehung zeigt némlich an, dab 
eine Substanz von hodherem spezifischen Drehungsvermodgen 
entstanden ist, und zwar betriigt ap; == ca.—21°. Versucht 
man aber, die Harnstoffglukuronsiiure durch Konzentration der 
Fliissigkeit zu isolieren, so erlangt sie nach kurzer Zeit starkes 
Reduktionsvermégen und Rechtsdrehung infolge volligen Zerfalls 
in freie Glukuronsiure und Harnstoff. Auch die Darstellung 
irgend welcher kristallisierter Salze aus der in Kilte bereiteten 
Losung der freien Siiure sowie durch Fiillung des Baryumsalzes 
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oder doppelte Umsetzung desselben mit Sulfaten fiihrte nicht 
zum Ziele, so daB wir uns darauf beschriinken muBten, die 
Eigenschaften der interessanten Harnstoffglukuronsaure an ihrem 
Baryumsalze zu studieren. 

Dieses lost sich spielend leicht in Wasser und ist durch 
Alkohol fillbar. In diesem Solvens sowie in allen ubrigen 
organischen LOsungsmitteln ist es vollstandig unloslich. 

Die D%/oige Losung des Baryumsalzes wird durch kein 
Schwermetallsalz gefillt, nur Bleiessig und Ammoniak er- 
zeugen eine massige Fiillung. Hierdurch sowie durch ihr Ver- 
halten zu Barytwasser ist die Harnstoffglukuronsaure charak- 
teristisch von der freien Glukuronsdure unterschieden, die be- 
kanntlich durch Atzbaryt sowie bereits durch Bleiessig aus ihren 
Losungen niedergeschlagen wird. Beim Kochen mit Alkalien 
erfolgt, wie schon das Verhalten zu Fehlingscher Losung lehrt, 
Spaltung der Harnstoffglukuronsiiure in die Komponenten. Fast 
noch schneller findet diese Zerlegung durch Kochen mit ver- 
diinnten Mineralsiiuren statt. Da die Verbindung unter dem 
kondensierenden Einflusse verdiinnter Schwefelsaure aus den 
Komponenten synthetisiert wird, so ist die Reaktion 

COOH — (CHOH), — CHO--LH,N—CO—NH, —> 

COOH — (CHOH),-— CH : N—CO—NH,-+ H,O 
umkehrbar, und die hédchst erreichbare Ausbeute von 30°9/o 
Baryumsalz (berechnet auf die angewandte Menge Glukuron- 
siiure), sowie die Bestimmung des in der alkoholischen Mutter- 
lauge bleibenden Harnstoffs geben ein fiir den Gleich- 
gewichtszustand ab. 

Der Harnstoff ist in der Harnstoffglukuronsiiure wie in 
ihrem Baryumsalze als solcher nicht nachweisbar; weder mit 
Oxalsiiture noch mit Salpetersiiure erfolgt in der Kalte eine 
Kristallisation der entsprechenden Verbindung. Dagegen wird 
durch alkalische Bromlésung sowie durch salpetrige Saure fast 
augenblicklich Stickstoff freigemacht. 

Die Eigenschaften der Harnstoffglukuronsiiture machen es 
nun auberordentlich wahrscheinlich, daB diese Verbindung auch 
in der Natur, im Harne, vorkommt. Da, wie beschrieben, die 
Substanz den Harnstoff nicht in ohne weiteres nachweisbarer 
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Form enthalt, so wird man durch exakte Harnstoffanalysen diese 
Frage entscheiden konnen. Versuche hieriiber sind im Gange. 


Kinwirkung von Phenylhydrazin auf Glukuronsaure. 


a) Glukuronsdureosazon 


CH N- NHCH, 
| 
= N-.NHC,H, 


| 
(CH OH), 


COOH 

Wie erwahnt, ist es unmoglich, bei der iblichen Art der 
Osazondarstellung aus Glukuronsiiure und essigsaurem Phenyl- 
hvdrazin eine einheitliche Verbindung zu erhalten, indem stets 
ein Gemisch der zahlreich méglichen Verbindungen entsteht. Zu 
einer einheitlichen Substanz gelangt man nun durch Verwendung 
eines Verfahrens, welches Wohl und Neuberg!) friiher zur 
Darstellung sehr empfindlicher Hydrazinverbindungen, z. B. der 
Akrosazone, vorgeschlagen haben, und das in der Einwirkung 
der Komponenten aufeinander bei einer 40° nicht tiberschreiten- 
den Temperatur besteht. Versetzt man eine Losung von 3,5 g 
Glukuronsaurelakton in 100 ccm Wasser mit 6,6 g Phenyl- 
hydrazin, gelOst in der berechneten Menge Essigsiiure von 30°/o, 
und stellt das Gemisch in den Brutschrank, so fiirbt es sich 
alsbald gelb; nach einigen Stunden beginnt die Abscheidung hell- 
gelber Kristalle, und nach drei Tagen ist die Fliissigkeit von 
einem dichten Kristallbrei erfiillt. Dieser wird abgesaugt, mit 
kaltem Wasser gewaschen und aus Alkohol von 50°/o umkri- 
stallisiert. Hieraus scheidet sich die Verbindung in langge- 
streckten verfilzten Nadelchen ab, welche ganz den Habitus des 
Glukosazons zeigen. Auch die LOslichkeitsverhiltnisse beider 
Verbindungen sind auberordentlich ahniich. 

Die Substanz, deren Schmelzpunkt bei 200—202° liegt, 
list sich wenig in Wasser, leicht in Aceton, spielend in Pyridin 
und wenig in siedendem Benzol; in Ather ist sie praktisch 
unloslich. 


’) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIII, 5. 3108 (1900). 
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Die Analysen 
0,1889 g Substanz: 0,4032 g CO, und 0,0935 g H,O 
0,2028 >» » : 26,7 ccm N (16°, 756 mm) 
C,sH,,O,N, 
Berechnet: C = 58,07; H = 5,37; N = 15,05°o 
Gefunden : C == 58,19; H = 5,48; N = 15,28°%o 
zeigen, daf die Verbindung die Zusammensetzung des Glu- 
kuronsdureosazons besitzt. die vorliegende Substanz 
tatsichlich noch die Karboxylgruppe enthalt, ergibt sich aus 
ihren sauren Eigenschaften, z. B. gibt sie mit Barythydrat und 
Bleiessig Fiillungen der entsprechenden Salze. Bei der grofen 
Ahnlichkeit des Kérpers mit dem Glukosazon, die sich beispiels- 
weise auch in der typischen Fiallbarkeit durch Wasser aus der 
Pyridinl6sung zu erkennen gibt, muf die von verschiedenen 
Autoren aufgestellte Behauptung, daB man Glukuronsaure und 
Glukose durch den Habitus ihrer Osazone unterscheiden konne, 
entschieden bestritten werden. Ubrigens ist die Verbindung 
gleich dem Glukosazon optisch aktiv und zwar linksdrehend 
im Pyridinalkoholgemisch. 

Zu bemerken ist noch, daB man das Glukuronsiiureosazon 
nur erhilt, wenn man auf ein Mol. Glukuronsiure mindestens 
drei Mol. Phenylhydrazin wirken labt. Bei einem Uberschusse 
an letzterem entsteht die Verbindung gleichfalls, nur wird bei 
der bekannten Loéslichkeit der Osazone!) in Phenylhydrazin die 
Ausbeute geschmiilert. Sind andererseifs weniger als drei Mol. 
Phenylhydrazin zugegen, so erhalt man auch bei Kinhaltung 
der beschriebenen Arbeitsweise im Brutschrank stets ein un- 
aufteilbares Gemisch. 

b) Glukuronsdiureosazonhydrazid 
CH : N- NHC,H, 
: N- NHC,H, 
HOCH 


| 
CO + NH - NHC,H, 
') C. Neuberg, Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 274 (1900). 
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Theoretisch besteht die Méglichkeit, noch einen weiteren 
Phenylhydrazinrest in das Molekiil des Glukuronsiiureosazons 
einzufiihren; mit einem Molekiil essigsauren Phenylhydrazin (oder 
mehr) auf dem Wasserbade erhilt man nur schmierige Zer- 
setzungsprodukte: bei Brutschranktemperatur jedoch wirken die 
Verbindungen, wie bemerkt, nicht aufeinander ein. 

Man erhalt nun das Osazonhydrazid, wenn man das 
reine Osazon mit der zwanzigfachen Menge Alkohol und 1,2 Mol. 
Phenylhydrazin zwei Stunden im geschlossenen Rohre auf 150° 
erhitzt. Nach dem Erkalten des Rohres findet man dieses mit 
einem Brei gelber Kristalle erfiillt, welche erheblich schwerer 
léslich sind als das Osazon. Sie werden abgesaugt. mit etwas 
kaltem Alkohol gewaschen und schlieSlich aus pyridinhaltigem 
Alkohol umkristallisiert. Man erhalt dann das reine Hydrazid 
in Form gleichfalls dem Glukosazon iihnlicher vertilzter gelber 
Niidelehen, die sich bei 210° verfiirben und bei 212° unter 
lebhafter Gasentwicklung schmelzen. Die Substanz sieh 
in allen Loésungsmitteln auBer Pyridin schwerer als das Osazon: 
gleich diesem ist ihre Losung in Pyridinalkohol linksdrehend. 
Die Verbindung zeigt keinerlei saueren Charakter mehr, auch 
werden thre Losungen durch Metallsalze nicht gefallt. 

Die Ausbeute an Osazonhydrazid betragt wenig mehr als 
die Halfte der Theorie, berechnet auf das angewandte Osazon; 
die direkte Darstellung des Glukuronsaureosazonhydrazids aus 
Glukuronsiiurelakton und essigsaurem Phenylhydrazin in alko- 
holischer Losung durch Erhitzen im Druckrohre ist nicht gelungen. 

0,1620 g Substanz: 0.38701 g CO, und 0,0846 g H,O 
0.2221 » > : 34,4 cem N (15°, 765 mm) 
C4H,,0,N,, 
62,34; H = 5,63; N = 18,18%o 
62,31; H = 580; N 18,29°/o 


Berechnet: 
Gefunden : C 


| 
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Synthese «gepaarter Glukuronsauren>.') 
VIII. Mitteilung tiber Glukuronsiaure. 


Von 


Carl Neuberg und Wilhelm Neimann. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Februar 1905.) rg 


Wo immer in der Natur die Glukuronsiiure vorkommen 
mag, sie findet sich primir niemals als freie Saure oder deren i 
Salz, sondern stets in gebundener Form als «gepaarte Glu- 
kuronsiiure». Wie diese Paarung zustande kommt und welcher 
Art die Bindung ist, weif man bisher nicht mit Sicherheit. 
Schmiedeberg und Hans Meyer?) haben fiir die gepaarten 
Glukuronsiiuren, speziell fiir die Kampher-Glukuronsiiure, eine 
Formulierung 


—(CHOH), — COOH 
CH 
vorgeschlagen, nach welcher eine Karbonylgruppe die Bindung 
von Glukuronsiiure und Paarling besorgt. Spiter hat Graebe?®) 


die Anschauung vertreten, die Euxanthon-Glukuronsaure 
(Euxanthinsiiure) nach dem Typus der Aldehydalkoholate 


CO 
(,,H,(OH) C,H, — — CH — (CHOH), — COOH 
(OH) 


konstituiert sel. 


und Arzte zu Karlsbad am 23. September 1902. Vergl. Verhandl. S. 60. 
*) Diese Zeischrift, Bd. Il, 5S. 445 (1879). 
§) Annalen der Chemie, Bd. CCLIV, S. 278 (1889), 
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Nach der jetzt allgemein angenommenen Hypothese von 
Fischer und Piloty!) entstehen die gepaarten Glukuronsauren 
im Organismus aus Glukosiden des Traubenzuckers, derart, dab 
die endstiindige Alkoholgruppe in den Karboxylrest iibergeht. 
Nachdem durch Fischer und seine Schiller die Konstitution 
dieser Glukoside aufgekliirt ist, liegt es nahe, den gepaarten 
Glukuronsauren entsprechende Formeln zuzuerteilen. Daf in 
der Tat diese Substanzen nach dem Glykosidtypus 

RO CH—CHOH — CHOH—CH — CHOH — COOH 

} gebaut sind, konnte durch die folgenden von uns ausgefiihrten 
Synthesen bewiesen werden. 
: Die Methoden der Glukosidbereitung haben gerade in den 

letzten Jahren grobe Vervollkommnung erfahren. Wir bedienten 
\j uns des alten Michaelschen?) Prinzips, welches die Um- 
setzung zwischen Acetohalogenzuckern und Alkoholaten zur 
Grundlage hat: dabei konnte die Erfahrung von Kénigs und 
Knorr’) verwertet werden, dai Acetylbromid dem Chloracety! 
fiir die Darstellung von Acetohalogenkohlehydraten tiberlegen ist. 

Mit dem von uns aus kristallisiertem Glukuronsiure- 
lakton und Acetylbromid erhaltenen Diacetylbromgluku- 
ronsadurelakton 


O(COCH,)H Hi O(COCH,) 


| | | | 


H 


konnten wir die kiinstliche Darstellung dreier gepaarter Gluku- 
ronsduren ausfiihren, die der Phenolglukuronsiiure, Iso- 
euxanthinsaure und Euxanthinsiiure. Letztere fiigt sich 
i zusammen aus Glukuronsiiure und Euxanthon, welches nach 
ie der Synthese von Graebe*) aus Hydrochinonkarbonsiure 
und B-Resorcylsiure 3-7-Oxyketodiphenylenoxyd ist. 

') Annalen der Chemie, Bd. CCCXVIII, S. 347 (1901). 

*) American Chem. Journal, Bd. I, S. 305 (1879) 

American Chem. Journal, Bd. VI, S, 336 (1885). 


*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIV, S. 957 (1901). 
*) Annalen der Chemie, Bd. CCLIV, S. 278, 
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Bei der Einwirkung von Euxanthon, Kaliummethylat und 
Acetobromglukuronsiiurelakton aufeinander entstanden bei Ver- 
arbeitung des Rohproduktes zwei Siiuren, welche in gebun- 
dener Form Glukuronsiiure enthielten und durch ihre verschiedene 
Loslichkeit leicht getrennt werden konnten. Die eine erwies 
sich in allen Eigenschaften als identisch mit der natiirlichen 
Kuxanthinsiure, wahrend die andere ein minderes Drehungs- 
vermogen und andere Kristallform sowie abweichendes chemisches 
Verhalten zeigte. Die Annahme, dafi hier stereoisomere Substanzen 
vorligen, die im Verhiltnis von a- und p-Methylglukosid 
stiinden, war von vornherein unwahrscheinlich, da die Acetobrom- 
verbindung eine einheitliche Substanz ist, und auch die analoge 
Synthese der Acetohalogenzucker stets nur zu einem der beiden 
moglichen Isomeren fiihrt. Ungezwungen erkliirt sich die Existenz 
zweler gepaarter Glukuronsiiuren des Euxanthons durch den 
unsymmetrischen Bau des Euxanthonmolekiils. 

Da dieses nach Graebes erwihnten Ermittelungen 

3-7-Oxvketodiphenylenoxyd 
CO 
OHS, | 
0 
ist, miissen zwei verschiedene Siiuren entstehen, je nachdem 
die Hydroxylgruppe in Stellung 8 oder 7 in Paarung mit der 
Glukuronsiiure tritt. Ein Argument fiir diese Auffassung der 
beiden Siuren und zugleich ein weiterer Beweis fur die glukosid- 
artige Natur der gepaarten Glukuronsduren bietet ihr Verhalten 
zu Enzymen. 

Wiihrend die beiden vom Euxanthon derivierenden syn- 
thetisechen Siiuren unempfindlich gegen Hefenmaltase sind, 
werden sie beide von Emulsin und Kefirlaktase angegritfen, 


') Nach v. Kostanecki und Nefiler (Ber., Bd. XXIV, 8S. 3983) 

kommt dem Euxanthin moéglicherweise die Formel des 1-7-Oxyketo- 
OH CO 


diphenylenoxyds zu, die gleichfalls unsymmetrisch ist. 
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wenn auch die Spaltung — ahnlich wie bei einigen Glukosiden, 
z. b. beim Coniferin — nur lJangsam und unvollstiindig vor sich 
geht. Ein solches Verhalten zeigen nun niemals zwei einander ent- 
sprechende a- und 8-Glukoside. Da Emulsin nach Emil Fischers 
Ermittlungen geradezu ein Reagens auf B-Glukoside ist, miissen 
beide Siaiuren, die synthetische Euxanthinsaéure und ihr Isomeres, 
welches Isoeuxanthinsaéure benannt sel, als B-Glukoside 
angesprochen werden. 

Das gleiche Verhalten gegeniiber Enzymen, Unemptind- 
lichkeit gegen Maltase und Spaltbbrkeit durch Kefirlaktase und 
Emulsin, zeigt auch die natiirlicbe Euxanthinsiure. Ubrigens 
ist das Verhalten der gepaarten Glukuronsiuren zu Fermenten 
bisher nicht Gegenstand der Untersuchung gewesen, und eine 
weitere Verfolgung dieser Versuche wird vielleicht imstande 
sein, iiber den Ort und das Zustandekommen der physiologischen 
Glukuronsiiurepaarung wichtige Aufschliisse zu geben. 

Die analoge Synthese der Phenolglukuronsiiure aus 
Phenolkalium und Acetobromglukuronsiurelakton fiihrt 
in Ubereinstimmung mit der Theorie nur zu einer Verbindung, 
die vermutlich mit dem Naturprodukte identisch ist. Da die 
Angaben tiber das letztere jedoch ziemlich ungenau sind, kann 
nur durch einen direkten Vergleich die Frage nach ihrer Identitiit 
entschieden werden. ') 


Experimenteller Teil. 
a) Diacetylbromglukuronsdurelakton. 
-CHBr 
CO COCH, 
| 
|. 
HCO: COCH, 
| 
“CO 
3 g bei 100° im Vacuum getrocknetes Glukuronsaure- 
lakton werden in einem mit Riickflubkiihler und Chlorealcium- 


') Hieriiber wird demniichst berichtet werden. 
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rohr versehenen, absolut trockenen Kolben mit 12 g Acetyl- 
bromid iibergossen. Alsbald tritt zumeist von selbst die Reaktion 
ein. welche man auch durch schwaches Erwarmen einleiten 
kann. Nach Verlauf von 40—50 Minuten ist in der Regel 
alles gelOst: man gieft dann die braun gefarbte Fliissigkeit in 
viel kaltes Wasser und schiittelt die neue Verbindung mit 
’/; kg Ather heraus. Der mehrfach mit reinem Wasser ge- 
waschene Atherauszug wird dann 6—10 Stunden iiber gegliihtem 
Glaubersalz getrocknet und abdestilliert. Zunichst hinterbleibt 
ein schwach gefiirbtes Ol, welches dann beim Abkiihlen erstarrt. 
Aus der Losung in warmem Ather scheidet sich auf Zusatz 
von Ligroin die Substanz in feinen weifien Niédelchen vom 
Schmelzpunkt 90° (korr.) aus. 

Uber Natronkalk und konzentrierter Schwefelsiiure auf- 
bewahrt, bleibt die Substanz mehrere Tage bestiindig, wahrend 
sich ihre Lésungen in organischen Solventien nach einiger Zeit 
unter Dunkelfarbung zersetzen; schneller erfolgt der Zerfall in 
wiisseriger Losung, in der sich bald Bromwasserstoff und Essig- 
siiure neben freier Glukuronséure bilden. Die Substanz ver- 
halt sich in dieser Beziehung also ganz wie die Acetohalogen- 
zucker. 

Die Ausbeute, die an reinem Produkt nur 13°/o betrigt, 
lapt sich auf keine Weise erhOhen; die Vorsichtsmabregeln 
indessen (dauernde Rotation der reagierenden Produkte unter 
LichtabschluB und fortgesetzte Kiihlung), die KOnigs und Knorr 
fiir die analoge Bereitung der Acetobromglukose angegeben 
haben, sind hier iiberfltissig. Dagegen konnen bis 15 g der 
Glukuronsiiure auf einmal verarbeitet werden. 

Die Verbindung list sich leicht in Alkohol, Ather und 
Essigiither, wenig in aromatischen Kohlenwasserstoffen und 
nicht in Ligroin. Im Gegensatz zu freier Glukuronsiiure reduziert 
die Substanz Fehlingsche Lésung nicht in der Kalte, sondern 
erst nach einigem Kochen. 

0.2982 g Substanz verbr. 9,7 ccm '/1o n-AgNO, = 0,0776 g Br. 
0.1533 » >  : 02112 g CO, und 0,0496 g H,O 
C,.H,,0,Br 
Berechnet: Br 24.76; C = 37,16; 3,40 °/o 
Gefunden : Br = 24,90; C = 37,40; H = 3,62°%o 
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b) Euxanthinséure und Isoeuxanthinsdure. 


C(OH) 
HO—C,HjZ ‘ 


| \ 
HCOH\ 
| O 
OHCH 
HC” 
| 
HCOH 


COOH 

7 g Acetobromglukuronsiurelakton und 3.8 g Euxanthon 
werden in 60 ccm absolutem Methylalkohol gelést und in eine 
Losung von 1,3 g Kalium in 16 ccm Methylalkohol  ein- 
gegossen. Nach einiger Zeit gibt sich durch Ausscheidung 
von Bromkalium der Eintritt der Reaktion zu erkennen. Nach 
8 Tagen ist diese als beendet zu betrachten, und nun ver- 
dampft man die gelbe Fliissigkeit im Vacuum zum diinnen 
Sirup, welcher dann mehrere Stunden mit Kohlensiiure behandelt 
wird. Hierbei scheidet sich eine gelbbraune, gallertige Substanz 
aus, die abgesaugt und gesondert verarbeitet wird (s. Iso- 
euxanthinsaure). 

Im Filtrate der Ausfillung erzeugt Zusatz von Salzsiure 
einen aus feinen gelbgefiirbten Prismen bestehenden Nieder- 
schlag, der zur Reinigung zweimal aus heifem Alkohol von 
50 °/o umkristallisiert wird und dann reine Euxanthinsiiure 
(F. 159—160°) bildet. 

0,1908 g Substanz: 0,3773 g CO, und 0,0756 g H,O 
+ H,O 
Berechnet: C = 54,03; H = 4,27°%o 
Gefunden : C = 53,92; H = 4,40°%o 
0,1350 g Substanz, in 28 cem Alkohol von 70°/o gelést. zeigten 


= — 108° 
(a = — 31’; c = 0,482; 1 = 1). 
Graebe!) gibt [4]Jp = — 100° an. 


Der erwahnte gallertartige Niederschlag wird mit einer 
konzentrierten Losung von Ammoniumkarbonat erwiirmt, in 


'’ Graebe, Aders und Heyer, Annalen d. Chemie, Bd. CCCXVIII, 
S. 350 (1901). 
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dem er sich unter Zuriicklassung von wenig unverindertem 
Kuxanthon Jost. Durch Schwefelsiiure wird wieder ein volu- 
minOser Niederschlag gefiillt, der, nochmals derselben Umfiillung 
unterworfen, nunmehr kristallinisch und absaugbar wird. Nach 
zweimaliger Kristallisation aus Alkohol von 60°/o bildet der 
Korper hellgelbe verfilzte Nidelchen. 

Diese Substanz gleicht in ihren Loslichkeitsverhiltnissen 
ganz der vorher beschriebenen, sie unterscheidet sich von ihr 
nur durch ihr geringeres Drehungsvermégen, sowie durch den 
Mindergehalt eines Molekiils Kristallwasser. 

F. 157—159°, 
0.2103 Substanz: 0.4350 g CO, und 0,0759 H,O 
Berechnet: C = 56,44: H = 
Gefunden : C = 56,41; H = 4,02°%o 
0.1474 g Substanz, in 24,0 ccm Alkohol von 70°/o gelést, zeigten 
= — 87,4° 
(a == — 32’; ¢c = 0,618; | = 1). 


Wie bereits in der Einleitung erwihnt, hat Graebe') 

fiir die Kuxanthinsiure die Formel C,gH,.0,, = 

Nou 

aufgestellt. Diese Verhiiltnisse erfuhren jedoch eine Komplikation 
durch die Beobachtung, dali das Silbersalz der Euxanthinsaure, 
sowie deren Ester sich von einer Formel ableiten, die um ein 
Molekiil wasseriirmer ist, also dem Typus (C,,H,;0,,-R 
entsprechen. 

Zur Erklarung dieser Tatsache haben nun vor einiger Zeit 
Graebe, Aders und Heyer?) die Annahme gemacht, dab die 
letztgenannten Verbindungen sich von einer Siure_ herleiten, 
die durch innere Anhydridbildung aus der oben angenommenen 
hervorgeht, und sie schrieben diesen inneren Athern eine der 
folgenden Konstitutionen zu: 


') Annalen der Chemie, Bd. CCLIV, 5. 278 (1889). 
*) Annalen der Chemie, Bd. CCCXVII, 5. 347 (1901). 
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I. ond” gH, —(OH) CH—(OH) -COOH 


Now 
CHK 
b 


CH —— CH(OH) —— CH(OH) 
| 
CH(OH) — CH(OH) — COOH. 


Allein die grofBe Analogie, welche die soeben mitgeteilte 
Synthese der Euxanthinsdure mit der Michaelschen Glukosid- 
synthese hat, macht es wahrscheinlich, dab die Konstitution 
der Euxanthinsdureverbindungen anders zu formulieren ist. Die 
Entstehung einer Sadure mit Graebes Formel aus Acetobrom- 
glukuronsiiurelakton und Euxanthonkalium sténde ohne Analogie 
da und liebe sich nur gezwungen deuten. Viel besser gestiitat 
ist die Annahme, da dieser KOrper nach dem Glykosidtypus 
gebaut ist und in folgender Weise entsteht: 


Br Fn 
/ 
ts 4. 2.CH,OH KOH 


7~CH 
O HC-OCOCH, 


“C6 

+ 2 CH, 600 - CH, + KBr 


| 
HCOH 


O 
OHCH 


| 


HC 


HCOH 


COOK 


Hierfiir sprechen ferner folgende Griinde: 


1. Euxanthinsaéure wird durch Emulsin und Kefirlaktase 
wie ein Glukosid gespalten; es ist aber nicht bekannt, dab 


q 
q 
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Fermente auf Verbindungen vom  Aldehyda!koholatcharakter 
hvdrolysierend wirken. 

2. Bei der physiologischen Glukuronséurepaarung — 
und durch solche entsteht ja unzweifelhaft die natiirlich aus 
Kamelsharn gewonnene Euxanthinsiiure — findet ausnahmslos 
der Zusammentritt der Komponenten, Glukuronsiiure und Alkohol 
resp. Phenol, unter Wasseraustritt statt, so daBi bei der An- 
nahme der Graebeschen Formel fiir die Euxanthinsiiure eine 
Sonderstellung bestiinde, welche durch ihr chemisches Ver- 
halten (s. Punkt 3) nicht gerechtfertigt wiire. 

3. Die Euxanthinsiiure gehort zu den bestindigsten 
gepaarten Glukuronsiiuren; sie wird bekanntlich nur durch Er- 
hitzen auf ca. 125° oder durch andauerndes Kochen mit ver- 
diinnten Mineralsiiuren in die Komponenten gespalten.!) Es ist 
indessen nicht anzunehmen, daf eine Verbindung vom Aldehyd- 
alkoholatcharakter so wenig zum Zerfall neigen sollte; werden 
doch die wahren Vertreter dieses Typus auberordentlich leicht 
zu den Komponenten verseift. 

4. Die Existenz der Isoeuxanthinséure, welche auch 
in freiem Zustande die Formel C,,H,,0,) besitzt, ist am ein- 
fachsten mit der Annahme der Glukosidkonstitution zu erkliiren. 
Denn bei Zugrundelegung der inneren Anhydridformeln von 
Giraebe, Aders und Heyer — Laktonbildung an der Karboxyl- 
gruppe schlieben die genannten Autoren ausdriicklich aus — 
miibte man die unwahrscheinliche Annahme machen, dal} beim 
Ubergang von isoeuxanthinsauren Salzen in die freie Siiure sich 
freiwillig eine iitherartige Anhydrisierung zwischen zwei Hydroxyl- 
gruppen vollziehe. Den eigentiimlichen Umstand, dab sich eine 
Keihe von Salzen von der Formel C,,H,,0,, ableitet, glauben 
wir vielmehr anders erkléren zu_ sollen. 

Soweit die Annahme eines Molekiils Kristallwasser nicht 
ausreicht, kann man sich namlich die chemische Bindung 
eines Wassermolekiils an die Karbonylgruppe des Euxanthon- 
restes vorstellen, d. h, die wasserreichen Salze wiiren nach Art 
der vom Mesoxalsiurehydrat derivierenden Verbindungen 


') Vergl. Mann und Tollens, Annalen der Chemie, Bd. CCXC, 
S. 155, sowie Neuberg, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIII, S$. 3316. 
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konstituiert. Diese Koérperklasse ziehen auch bereits Graebe 
und seine Mitarbeiter zum Vergleiche heran: sie gedenken 
jedoch nicht der naheliegenden Analogie, welche die Gegenwart 
der Ketogruppe in diesen Verbindungen bedingt. Vielmehr sind 
sie der Meinung, dafi hier nur ein formaler Zusammenhang bei 
dem Ubergange der wasserreicheren in die wasseriirmeren Ver- 
bindungen besteht. Am einfachsten erscheint dagegen der Schluf}, 
dafi die ein Molekiil Wasser enthaltenden Euxanthinsiiurever- 
bindungen sich von der Formel 


C(OH), 


HCOH \ 

OHCH 
HO 


| 
HCOH 


| 
COOH 
herleiten. 
¢) Phenolglukuronsdure. 
| 
HCOH 
| QO 
OHCH 


| 


HCOH 

CooH 
16 g Acetobromglukuronsiiurelakton und 3,18 g Phenol 
werden in 150 ccm absolutem Methylalkohol gelést und mit einer 
Losung von 1,5 g Kalium in 20 ccm Methylalkohol versetzt. Die 
Fliissigkeit fiirbt sich bald gelb und scheidet dabei reichlich 
Kristalle von Bromkalium ab, wobei sich der Geruch von Essig- 
sduremethylester zu erkennen gibt. Nach drei Wochen filtriert 
man die bis dahin verschlossen und im Dunkeln aufbewahrte 
Lisung und verdunstet sie bei gewOhnlicher Temperatur. Den 
siruposen Riickstand lést man in wenig Wasser, leitet zur Zer- 
setzung von noch vorhandenem Phenolkalium Kohlensiure ein 
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und extrahiert das in Freiheit gesetzte Phenol mit Petroliather. 
Nunmehr verdiinnt man die wasserige Fliissigkeit mit 20 ecm 
Wasser und schiittelt sie mit aufgeschlimmtem Silberkarbonat 
bis zur volligen Bindung des Broms. Das niederfallende Brom- 
silber klirt gleichzeitig die’ vorher dunkle Fliissigkeit, aus der 
man die entstandene Phenolglukuronsiiure mit Bleiessig fallt. 
Der gut mit kaltem Wasser gewaschene Bleiniederschlag wird 
sodann in Wasser suspendiert und mit Schwefelsiiure zersetzt. 
Als Filtrat vom Schwefelblei resultiert eine wasserhelle Fliissig- 
keit, welche schwaches Reduktionsvermogen besitzt und dadurch 
einen Gehalt an ungebundener Glukuronsiure verriit; demgemif 
kristallisiert die im Vacuum konzentrierte Loésung nicht von 
selbst. Man zieht deshalb den restierenden Sirup mit siedendem 
Essigiither aus; nach dem Verdampfen desselben bleibt wiederum 
ein schwach gelb gefarbter Sirup zuriick, der nach fiinfmonat- 
lichem Aufbewahren im Exsikkator erstarrt. Die auf Ton ge- 
strichenen Kristalle lassen sich nunmehr ohne Schwierigkeit 
aus heibem Wasser umkristallisieren, aus dem die Verbindung 
in farblosen, undurchsichtigen, bis zu 1 cm = langen Nadeln 
prismatischer Form anschiebt. Smp. 150—151° (Priparat I). 
Schneller gelangt man zum Ziele, wenn man das einge- 
dampfte in der beschriebenen Weise von Phenol befreite Re- 
aktionsprodukt mit sehr verdiinnter (héchstens fiinfprozentiger ) 
Schwefelsiure bis zur deutlich saueren Reaktion versetzt und 
mit einem Gemisch von zwei Vol. Ather und einem Vol. Alko- 
hol so lange extrahiert, als noch nennenswerte Substanzmengen 
in LOsung gehen (ca. 5—6 mal). Die vereinigten Ausziige werden 
auf dem Wasserbade bei einer 40° nicht tiberschreitenden Tem- 
peratur zum Sirup verdunstet, der nur wenig Zersetzungs- 
produkte enthiilt und demgemiif innerhalb 48 Stunden zu einem 
dichten Brei von Phenolglukuronsiiure erstarrt. Diese wird nach 
dem Abpressen auf Ton und Kristallisation aus heibem Wasser 
unter Zusatz von Knochenkohle rein erhalten. (Priiparat IL) 
Die Verbindung lést sich leicht in Alkohol und heibem 
Essigiither, weniger in Ather und garnicht in Ligroin. Sie reduziert 
erst nach dem Kochen mit Siiuren, wonach die zuvor maskierten 
Phenolproben siimtlich eintreten. Bei lingerem Stehen im direkten 
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Tageslichte farbt sich die feste Substanz wie ihre wiisserige LOsung 
<chwach rosa. 


Préparat 1. O,1213 Substanz: 0.2573 ¢ CO, und 0,0578 H,O 


\ 0.1240 » > : 0.2420 » >» >» » 

Berechnet: C = 53,33°%o; H = 5,19%o 

Gefunden : C = 53.41% 0; H 

CG = 53,10°/o; H = 

C = 53,22°%; H = 5,31°/o 

= — $3.3? 
(a = — 2°33’; c = 3,00; | = 1). 


Durch Kefirlaktase sowie Emulsin, nicht aber Hefenmaltase, wird 
auch die Phenolglukuronsiure langsam und partiell hydrolysiert. 

Die Salze der Phenolglukuronsiiure sind siimtlich wasser- 
lOslich, bis auf die Bleiverbindung, die durch Bleiessig aus der 
freien Sadure wie aus deren Salzen gefiillt’ wird. 

Phenolglukuronsiiure ist nach den Untersuchungen von 
Neuberg und P. Mayer’) ein Bestandteil des normalen 
Harns. In vermehrter Menge findet sie sich hierin, wenn unter 
pathologischen Verhialtnissen die Menge des im Darmkanale 
eebildeten Phenols vermehrt ist. Daf bei kiinstlicher Zufuhr 
von Phenol oder solchen Substanzen, die im Tierkérper in 
dieses tibergehen (Benzol), gleichfalls eine Steigerung des Ge- 
haltes an «Phenolglukuronsiiure» statthat, ist schon liingere 
Zeit bekannt. 

Baumann und Preufe?) haben zuerst beobachtet, 
daB Hunde nach nicht zu geringen Phenolgaben einen stark 
linksdrehenden Harn entleeren. Dieselbe Wahrnehmung hat 
Schmiedeberg’) bei Verfiitterung von Benzol gemacht; er 
beschreibt die hierbei im Harne auftretende Verbindung als 
ein Gemisch einer kristallisierenden und einer amorphen stick- 
stoffhaltigen Siure, deren, Reindarstellung oder Uberfiihrung 
in charakteristische Salze ihm aber nicht modglich war. Erst 


2) Diese Zeitschrift, Bd. II, 5. 159 (1879). 
‘) Arch. f. experiment. Path., Bd. XIV, S. 307 (1881). 
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Kiilz') gelang es, die Phenolglukuronséure in Substanz darzu- 
stellen, als er Phenol an Kaninchen, also an Pflanzenfresser, 
vertiitterte, bei denen, wie wir heute wissen, die physiologische 
Glukuronsiiurepaarung vollsténdigsten ist. Aus der Blei- 
essigfillung der Phenolharne isolierte er eine gut kristallisierende 
Siiure, die bei der Spaltung Phenol und Glukuronsiure lieferte: 
ihr Schmelzpunkt lag ungefiahr bei 148°, lieb sich aber nicht 
mit voller Sicherheit ermitteln, da die Substanz sich schon bei 
niedriger Temperatur stark zersetzte. Aus den analytischen 
Daten dieser Verbindung berechnete Kiilz die Formel C,,H,,0,. 
Kine derartige Verbindung ist nun tiberhaupt nicht zum Zerfall 
in Phenol und Glukuronsiiure befiihigt: wahrscheinlich hat Kiilz 
ihren Wasserstoffgehalt um zwei Atome zu hoch angenommen 
(C,H,,0, C,H,OH — H,O = C,,H,,0,). 

In der Tat kommt der kitnstlich dargestellten Phenol- 
glukuronsiure auf Grund der Synthese sowie ihrer analytischen 
Daten die von der Theorie verlangte Zusammensetzung C,,H,,0, 
zu. Da Kiilz keine Angaben iiber die spezifische Drehung 
seiner Substanz gemacht hat, so mub angesichts der verschie- 
denen kleinen Differenzen die Frage nach der Identitiit der 
synthetischen natiirlichen Phenolglukuronsiure vorlaufig 
offen gelassen werden; sie wird sich durch den Vergleich der 
prachtvoll  kristallisierenden Alkaloidsalze, insbesondere der 
Brucinverbindung, entscheiden lassen. 

Die beschriebene Synthese der gepaarten Glukuronsiure 
ist weiterer Anwendung faihig und wird zur Darstellung anderer 
physiologisch wichtiger Substanzen aus dieser Korperklasse 
dienen konnen. 


') Zeitschr. f. Biologie, Bd. XXVII, 5. 248 (1890). 
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IX. Mitteilung tiber Glukuronsiiure. 


Von 
Carl Neuberg und Wilhelm Neimann. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Februar 1905.) 


Die quantitative Bestimmung der Glukuronsiure, 
die fiir eine grobe Reihe von physiologischen Fragen von be- 
sonderem Werte wiire, ist bisher ein ungeléstes Problem. Die 
Darstellung der Bromphenylhydrazinverbindung?) gestattet 
zwar die Ermittelung von Minimalwerten, jedoch gelingt die 
Uberfiihrung in diese Verbindung keineswegs quantitativ. Die 
Hauptschwierigkeiten aber, die sich einer quantitativen be- 
stimmung der Glukuronsiiure entgegenstellen, haben ihre Ur- 
sache in ganz anderen Verhiéltnissen. 

Da sich die Glukuronsiiure in Naturprodukten niemals frei, 
sondern stets in gebundener Form findet, so mufi eine Los- 
losung aus der gepaarten Verbindung jeder weiteren Prozedur 
voraufgehen. Diese wird nun durch Erhitzen allein, mit Siiuren 
bei 100°, oder unter Druck vorgenommen. Hierbei kommt es 
stets in mehr oder minder erheblichem Mabe zu einer Spaltung 
in Kohlensaéure und Furfurol?) 

C,H,).0, = CO, + €,H,0, -++ 3H,0 

1) Vorgetragen in der Sitzung der Deutschen chemischen Gesell- 
schaft vom 25. Januar 1904. 

*) C. Neuberg, Ber. der Deutschen chem. Gesellsch., Bd. XXXII, 
S. 2395 (1899). 

*) Bekanntlich haben Tollens und seine Mitarbeiter (Ber. der 
Deutsch. chem, Gesellsch., Bd. XXV, 8. 2569, und Annalen der Chemie, 
Bd. CCLIV, S. 333; Bd. CCXC, S. 156 etc.) auf die Bestimmung des 
Furfurols ein Verfahren zur quantitativen Ermittlung des Pentosengehaltes 
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Fiir eine rationelle Bestimmungsmethode ist es demnach Vor- 
bedingung, diese Faktoren zu vermeiden. Das kann am besten 
geschehen, indem man die Glukuronsiiure, in dem Mabe wie 
sie aus der gepaarten Verbindung abgespalten wird, in eine 
unemplindliche Substanz tberfiihrt. 

Kine alleemein giltige Losung dieser Aufgabe ist) durch 
die vorliegenden Untersuchungen nicht erreicht worden. Allein 
das erwiihnte Ziel labt sich fiir eine Reihe von Verbindungen 
‘Phenolglukuronsiiure und thre Homologen), deren quantitative 
Bestimmung von klinischen Gesichtspunkten aus von besonderer 
Wichtigkeit ist, auf folgendes Prinzip grinden: 

Bekanntlich hat Thierfelder?!) gefunden, dab Glukuron- 
siiure durch verdiinnte Salpetersiure oder glatter durch Brom- 
wusser zu d-Zuckersiure oxydiert wird. Diese ist nun eine 
sehr bestiindige Verbindung, fiir die sich eine ganze Reihe von 
Bestimmungsmethoden ergibt. Hydrolysiert man also gepaarte 
Glukuronsduren durch Erhitzen mit ein- bis dreiprozentiger Brom- 
wasserstoffsiure bet Gegenwart von brom geschlossenen 
Rohre ber ca. £008, so erreicht man, dab die Glukuronséure 
in dem Grade, wie sie aus der gebundenen Form in die freie 
iibergeht, zu Zuckersiiture oxydiert wird. Dieser Vorgang voll- 
zieht sich nun einigermaben quantitativ nur bei der Phenol- 
elukuronsiiure, ist weniger vollstiindig bei der Mentholglukuron- 
siiure und versagt vollig aus unbekannten Griinden bei der 
Euxanthinsiiure und Urochloralsiure. Die Abscheidung der 
Z7uckersiiure -erfolgt nach meinen Erfahrungen besten in 
Form ihrer basischen Baryumverbindung, welche dann in das 
Silbersalz?) Ag. OOC—(CHOH),—-COO. Ag verwandelt wird. 


vegriindet und dieses auch auf die gepaarten Glukuronsaéuren auszudehnen 
versucht. Es hat sich jedoch gezeigt, dafs die gepaarten Glukuronsaduren 
hei der Salzsiiuredestillation wechselnde und durchaus nicht die theore- 
tischen Mengen Furfurol ergeben. Hinzu kommt, dafs unter physiologischen 
Bedingungen die gepaarten Glukuronsiuren sich fast stets in Gesellschaft 
von Pentosanen und Nucleoproteiden, deren gesonderte Bestimmung bisher 
nicht modglich ist, vorfinden. 

') H. Thierfelder. Ber. d. Deutsch, chem. Ges., Bd. XIX, 5. 3148. 

*) Tollens und Gans, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXI, 


S. 2149. 
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Der Vorteil dieses Verfahrens, dessen Prinzip sich unter 
Varuerung der Bedingungen auch auf andere Glukuronsiiure- 
verbindungen iibertragen lassen wird, ist der, daf Pentosen 
und pentosehaltige Produkte die Ausfiihrung desselben nicht 
stéren, indem jene Verbindungen, soweit sie iiberhaupt ange- 
griffen werden, hOchstens in die Monokarbonsiiure der Fiinf- 
kohlenstoffzucker iibergehen, welche durch Baryt nicht gefiillt 
werden. Da nun die im Harn normalerweise!) auftretenden 
Glukuronsaéureverbindungen der Phenolreihe angehoren, so 
ist fur diese physiologisch wichtigste Klasse der gepuarten 
Glukuronsiiuren eine quantitative Bestimmungsmethode von hin- 
reichender Genauigkeit gegeben. 


Um die in den gepaarten Glukuronsiiuren vorhandene 
Glukuronsiiure in die fiir die quantitative Bestimmung geeignete 
d-Zuckersiure tiberzuliihren, muf, wie friiher auseinander- 
gesetzt worden ist, ihre Abspaltung und Oxydation gleichzeitig 
erfolgen. Die praktische Ausfiihrung dieses Prinzips gestaltet 
sich foleendermaben : 

1,55 g Phenolglukuronsiure werden in einem Einschlub- 
rohr mit 50 3°/oiger’ Bromwasserstoffsiiure iibergossen 
und nach Zusatz von 2 cem brom drei Stunden lang im 
siedenden Wasserbade erhitzt. Nach dem Offnen des  vollig 
erkalteten Rohres wird der Inhalt in eine Porzellanschale ent- 
leert und die durch Nachwaschen auf ca. 100-—120 cem an- 
gewachsene Losung aut dem Wasserbade vom Brom_ befreit, 
wobei man gleichzeitig auf etwa 20 ccm einengt. Nach Filtration 
von zum Teil Slig ausgeschiedenen Bromphenolen wird die 
zuvor abermals, und zwar auf etwa 5 ccm, konzentrierte 
Fliissigkeit mit einer heifi gesittigten Losung von Barytwasser 
bis zur deutlich alkalischen Reaktion versetzt und wiederum 
auf ca. 20 ecm eingedampft. Die flockige, leicht filtrierbare 
Ausscheidung von basischem zuckersauren Baryt wird sodann 
durch ein kleines Filter abfiltriert und mit gesiittigtem Baryt- 


') Vergl. Neuberg u. Mayer, Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 256. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. v 
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wasser bis zum Verschwinden der Halogenreaktion ausge- 
waschen. Nun durchsto$t man das Filter, spritzt den Nieder- 
schlag in ein Kolbchen und kocht ihn einige Zeit mit einer 
gesittigten Losung von Ammonkarbonat unter Zusatz von etwas 
Ammoniak. Nach etwa einhalbstiindigem Erwiirmen filtriert man 
vom Baryumkarbonat ab und verdunstet das Filtrat in einer 
flachen Porzellanschale auf dem Wasserbade. Den restierenden 
Sirup nimmt man mit Wasser auf und dampft dieses noch einmal 
ub, wonach in der Regel fliichtigen Ammonverbindungen 
bereits entfernt sind. Die auf etwa 3—5 ccm eingeengte Fliissig- 
keit wird sodann mit konzentrierter Silbernitratl6sung gefillt 
und nach Ofterem Durchriihren sowie zweistiindigem Stehen im 
Dunkeln in einem gewogenen Goochtiegel abfiltriert, wobei man 
zur Vermeidung von Verlusten zuniichst die Mutterlauge zum 
Nachspiilen verwendet und schheblich mit 50°/oigem, dann mit 
96°/oigem Alkohol auswiischt: das ausgeschiedene Silbersalz 
wird im Vacuumexsikkator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Ber richtig geleiteter Operation mub es rein wells sein oder 
darf hochstens einen schwach violetten Schimmer besitzen. So 
wurden 1.9952 @ zuckersaures Silber isoliert, was einer Aus- 
heute von 94—95°/0 entspricht. 

Kin weniger giinstiges Resultat leferte die Anwendung 
desselben Verfahrens auf die Euxanthinsaure. Zuniaichst 
man hier die Menge des Broms erhoOhen, da durch Bromierung 
des Kuxanthonrestes nicht Halogen genug zur Oxydation der 
abgespaltenen Glukuronsiiture vorhanden ist. Die im iibrigen 
gleich behandelte, von den schon kanariengelb  gefiirbten 
Bromsubstitutionsprodukten des kuxanthons abfiltrierte 
Fliissigkeit ergab bei den verschiedenen Versuchen nur 60—70° /o 
der theoretischen Menge an zuckersaurem Silber. 

Bei Anwendune desselben Verfahrens auf Urochloral- 
siiure Form des Natriumsalzes) wurden unerklirlicher- 
weise tiberhaupt nur geringe Mengen des Baryumsalzes und nur 
Spuren der Silberverbindungen erhalten. 

War somit fir die gepaarten Glukuronsiiuren der Phenol- 
reihe die prinzipielle Brauchbarkeit der Methode ermittelt, so 
handelte es sich nun darum, die gewonnenen Erfahrungen fur 
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die Harnanalyse nutzbar zu machen, da hier die Gegenwart 
zahlreicher Substanzen, wie z. B. von Phosphaten und Sulfaten, 
storend wirkt. 

Von den verschiedenen Methoden, welche sich fiir die 
Entfernung der gedachten stOrenden Substanzen boten, erwies 
sich schlieBlich das folgende Verfahren als das geeignetste: 

100 ccm normaler Harn, in welchem 0,8 g Phenolgluku- 
ronséure gelést sind, werden bei Wasserbadtemperatur mit 
gesiittigteu: Barytwasser bis zur Ausfillung versetzt, filtriert 
und durch Einleiten von Kohlensiiure vom tiberschiissigen Baryt 
befreit. Das Filtrat dampft man, unbekiimmert um etwa spitere 
Ausscheidungen, auf dem Wasserbade auf etwa 5—8 ccm ein 
und fiillt den noch warmen Riickstand, bevor Kristallisation 
erfolgt, durch einen Trichter mit langem Ansatz in ein weites 
Schiebrohr ein, wobei man zum Nachspiilen gleich die erfor- 
derlichen 50 ccm Bromwasserstoflsiiure von 35°/o verwendet. 
Nach volligem Erkalten fiillt man durch den Trichter, der na- 
tiirlich nicht in die Fliissigkeit eintauchen darf, 2 Brom 
ein und schmilzt das Rohr zu. Das Erhitzen und die weitere 
Behandlung erfolgt dann in der zuvor angegebenen Weise. 
Nach der Spaltung findet man auf dem Boden des Rohres fast 
stets einen Niederschlag von Baryumsulfat, welches durch Kin- 
wirkung geloster Baryumsalze auf die in Freiheit gesetzte 
Schwefelsiiure der Athersulfate entstanden ist; das abgespaltene 
Phenol ist fast niemals als kristallisiertes Tribromphenol, sondern 
in Form von perbromierten 6ligen Verbindungen vorhanden. 

Aus der Fliissigkeit, die auf die beschriebene Art weiter 
behandelt wurde, konnten schlieBlich 1,2711 g zuckersaures 
Silber dargestellt werden, d.i. 90°/o der auf die angewandte 
Glukuronsiiureverbindung berechneten Menge. 

Das erhaltene Silbersalz war frei von Harnsiiure, die dem- 
nach zuvor ausgefallt sein mute und vermutlich in den mit 
Ammonkarbonat behandelten Barytsalzen_blieb. 

Eine genauere Untersuchung erforderte die Frage, ob das 
Verfahren auch bei Gegenwart von viel itherschwefelsauren 
Salzen neben Phenolglukuronsdiure anwendbar ist, eine Még- 
lichkeit, die bei Karbolharnen sehr leicht vorliegen kann. In 
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diesem Falle wird naémlich bei der gleichzeitigen Spaltung und 
Oxydation der gepaarten Glukuronsaéure auch die gepaarte 
Schwefelsiiture zerlegt, und die in der bromwasserstoffsauren 
Losung befindliche Menge von Barytsalzen geniigt nicht zur 
Ausfillung der gebildeten Schwefelsiiure. Nimmt man nun deren 
Entfernung als Baryumsulfat vor, so ist selbst in der Verdiin- 
nung eine Mitfillung von zuckersaurem Baryt zu befiirchten. 
Diese kann man zwar vermeiden, indem man durch reich- 
lichen Zusatz von Salz- oder Bromwasserstoffsiure das zucker- 
saure Salz in Losung hilt; alkalisiert man jedoch nach der 
Filtration des Baryumsulfats mit Ammoniak oder Baryt, so fallt 
nunmehr das basische Baryumsaccharat nicht vollstandig nieder, 
da es in grOBeren Mengen von Baryumchlorid oder-bromidlésung 
etwas léslich ist oder mil diesen anorganischen Salzen Doppel- 
verbindungen liefert. Es hat sich indessen gezeigt, dab die 
Gegenwart von viel Athersulfaten’ gar keine Abweichung von 
der zuvor gegebenen Vorschrift notig macht, da man die in 
Freiheit: gesetzte Schwefelsiiure oline weiteres durch Baryvt ge- 
meinsam mit der Zuckersiiure fallen kann. Bei der beschrie- 
benen Zerlegung der Barytverbindungen mit) Ammonkarbonat 
wird niimlich kein oder so wenig Ammonsulfat gebildet, dab 
eine Verunreinigung des zuckersauren Silbers mit) schwerlds- 
lichem Silbersulfat nicht zu konstatieren ist. 

Diese Feststellungen wurden in der im folgenden be- 
schriebenen Weise an einem Phenolharne vorgenommen; die 
analytischen Daten seien im einzelnen mitgeteilt, da sie die 
Brauchbarkeit des Verfahrens selbst in komplizierten, klinisch 
aber besonders wichtigen Fiillen demonstrieren, 

Zu den bisherigen Bestimmungen hat synthetische 
Phenolglukuronsiiure gedient, die moglicherweise von der na- 
tiirlichen verschieden ist. Wenn auch eine solche Differenz, 
die nur auf Isomerie beruhen kénnte, kKaum einen merklichen 
Unterschied im analytisechen Verhalten beider Verbindungen 
bedingen wurde, so erschien doch ein Versuch mit dem Natur- 
produkte wiinschenswert. Da kristallisierte natiirliche Phenol- 
glukuronsiiure nicht zur Verfiigung stand, so haben wir uns in 
folgzender Weise geholfen : 
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An einer Portion Hundeharn, die nach Verfiitterung von 
10 g Phenol innerhalb von vier Tagen entleert war, wurde 
zuniichst in 100 cem eine quantitative Phenolbestimmung vor- 
genommen, und zwar nach der Methode von Neuberg,!) 
welche in allen Fiillen anzuwenden ist, bei denen der Harn 


Kohlehydrate — reduzierende Zucker- oder Glukuronsiiurever- 
bindungen — enthalt. 


Die Menge des Phenols betrug in dem ziemlich konzen- 
trierten Harne 0,9808 ¢ fiir 100 ccm: die Quantitiit der Ather- 
schwefelsiiure in gleichfalls 100 eem belief sich, berechnet als 
SO,, auf 0,3282 g. 

Diese Menge SO, vermag nun 0.8855 g¢ Phenol zu binden.?) 

Da der untersuchte Harn frei von Indoxylderivaten war, 
und die normalerweise ausgeschiedene Quantitiit Kresol 
gegen die gesteigerte Phenolmenge verschwindet, kann man 
annehmen, dai der Rest von (O,9808—0,3855 g =) 0,5953 g 
Phenol an Glukuronsiiure gekniipft ist; legt man bei der Berech- 
nung) fiir diese Phenolglukuronséure die Formel der synthe- 
tischen Saure C,,H,,0O, zugrunde, so ergibt sich, dab in 100 cem 
1,2285 ¢ Glukuronsiure in gebundener Form vorhanden sein 
mussen. 

Die quantitative Glukuronsiurebestimmung wurde nur an 
50 cem dieses Harns vorgenommen: gefunden wurden 1,2153 g 
d-zuckersaures Silber. Daraus ergibt sich die Menge der Gluku- 
ronsiure in 100 ccm zu 1,1121 g, d. h. in ausreichender Uber- 
einstimmung mit dem berechneten Werte. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 123 (1899). 

*) SO, -+ C,H, -OH C,H,-O-SO,H, d. h. 80 SO, entsprechen 
94 g Phenol. 

) C,H, - OH + C,H,,0, = H,O + C,H,(C,H,)O,, d. h. 94 g Phenol 
binden 194 g Glukuronsdéure 


Untersuchungen in der Glycerinsaurereihe. 
UIT. Mitteilung.)*) 
Die Konfiguration der Glycerinsaure, *) 
(Kin Beitrag zur Frage der Beziehung zwischen Zuckern und Aminosauren. ) 
Von 


Carl Neuberg und Martin Silbermann. 


Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(‘Der Redaktion zugegangen am 10. Februar 1905.) 


Theoretischer Teil. 


Wie bei den Zuckerarten, so beanspruchen auch in andern 
Gruppen die Substanzen der 3-Kohlenstoffreihe ein be- 
sonderes Interesse, da eine grobe Anzahl physiologisch wie 
rein. chemisch wichtiger Substanzen hierhingehért. Als be- 
sonderes Attribut tritt gerade bei diesen Substanzen in den 
betreffenden Gruppen vielfach zuerst optische Aktivitat auf, 
die ja untrennbar mit dem Baumaterial der belebten Natur 
verkniipft ist. Diese in der Asymmetrie dieser Verbindungen 
begriindete Erscheinung hiingt andererseits aufs engste mit 
Konstitution und Konfiguration der betreffenden Substanzen 
zusammen, Das erste Glied der Reihe ist daher fiir eine 
rationelle Nomenklatur, sowie fiir eine schematische Ableitung 
der Konfigurationsbeziehungen in der ganzen Keihe von aus- 
schlaggebender Wichtigkeit. Das hat E. Fischer?) z. B. fir 
den Glycerinaldehyd 

CH, - OH 
(HOH 


| 
GOH 


') Die friiheren Veréffentlichungen siehe: 1. Ber. der Deutschen 
chem. Gesellsch.,, Bd. XXXVII, 5. 339 (1904) und 2. Ber., Bd. XXXVI, 
S. 342 (1904). 

2) Vorgetragen in der Sitzung der Deutschen chemischen Gesell- 
schaft vom 11. Juhl 1904. 

3) Ber., Bd. XXII, S. 2125. 
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im Hinblick auf die Kohlehydrate wiederholt und ausdriicklich 
betont, und deshalb die Darstellung des bisher unbekannten 
optisch aktiven Glycerinaldehyds als ein Problem von keines- 
wegs untergeordneter Bedeutung gekennzeichnet. 

Dureh die Arbeiten desselben Autors sind die konfigura- 
tiven Beziehungen der Kohlehydratreihe experimente!| 
zur Grundlage aller Betrachtungen tiber Spiegelbild- 
isomerie erhoben, da diese Relationen hier mit  beispielloser 
Klarheit festgelegt, auf mehrfache Weise abgeleitet und unter- 
einander kontrolliert: sind. 

Kine noch viel grobartigere Mannigfaltigkeit als in der 
Kohlehydratreihe besteht hinsichtlich der konfigurativen Formen 
in der physiologisch so bedeutungsvollen Gruppe der Protein- 
stoffe, resp. der diese zusammensetzenden Molekiilverbande und 
Bausteine, der Aminosiiuren. 

Da fiir die Stereochemie der Zuckerarten in letzter Linie 
die Konfiguration des Traubenzuckers den Ausgangspunkt bildet, 
ist es chemisch von Interesse und pysiologisch reizvoll, eine 
Beziehung der Konfiguration der Aminoséuren mit 
derjenigen der Glukose herzustellen, die in vieler Hin- 
sicht eine zentrale Stellung einnimmt. 

Die in der 5-Kohlenstoffreihe vornehmlich in Betracht 
kommenden Substanzen sind: 


1. Alanin CH, Milchséiure 
| | 
CHNH, CHOH 
| | 
COOH COOH 
2. Serin = CH,OH 6. Diaminopropionsiiure = CH,NH, 
| | | 
CHNH, CHNH, 
| | 
COOH COOH 
3. Steincystein = (CH,NH, 7. Isoserin = CH,NH, 
| 
CilSH CHOH 
| 
COOH COOH 
4. Proteincystein = CH,SH 8. Glycerinséure = CH,OH 
| | 
CHNH, CHOH 
| 


| | 
COOH COOH 
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Davon sind die vier ersten als direkte Bausteine des Ki- 
weifes zu betrachten, die Milchsiiure als eine diesen nahe ver- 
wandte im Stoffwechsel!) z. T. wohl aus dem Alanin hervor- 
gehende Verbindung. 

Konfigurative Beziehungen zwischen diesen Korpern anzu- 
bahnen, war der Zweck der vorliegenden Untersuchung; diese kann 
nur an den optisch aktiven Formen ausgefiihrt werden, wie in der 
Natur der Sache liegt, doch konnten bisher nur einige Etappen 
der zahlreich nétigen Umwandlungen verwirklicht werden.?) 

In fiir konfigurative Betrachtungen verwertbarer Weise 
sind von den genannten fiinf Substanzen untereinander nur 
d-Alanin und d-Milchsiiure verkniipft,*) indem salpetrige Saure 
ersteres in letztere iiberfiihrt; fiir die anderen Substanzen_ be- 
stehen keine durchsichtigen Beziehungen, denn die Verwandlung 
z. B. des Cysteins in Serin auf dem Wege iiber die Cysteinsaure 4) 

CH,SH — CHNH, — COOH ——> 
CH,SO,H — CHNH, — COOH 
CH,OH — CHNH, — COOH 
volizieht sich bei Temperaturen, die Razemisierung zur Folge 
haben, und die Verwandlung des natiirlichen Cysteins in i-Alanin 
CH,SH — CHNH, — COOH —> 
CH, — CHNH, — COOH 
durch einfaches Erhitzen mit rauchender Salzsiiure nach K. A. H. 
Morner®) stellt eine komplexe Reaktion dar, und iiberdies bleibt 
auch hierbei die optische Aktivitét nicht erhalten. 

Das weitere Ziel, die genannten Substanzen mit dem 
Traubenzucker in Verbindung zu bringen, ist nur auf einem 
Umwege losbar. Hierzu geeignet erscheint die Glycerinséure, 


' CG. Neuberg und L. Langstein, Chem. Zentralblatt, Bd. I, 
S. 1453 (1903). 

*) Versuche zur Verwandlung von Cystein in aktive Glycerinsaure 
und von letzterer in aktive Milchsiiure, sowie zur Spaltung von Diamino- 
propionsdure sind im Gange. 

8) EK. Fischer und A. Skita, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, 
S. 130 (1901). 

4) EK. Friedmann, Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol., Bd. III, 
Ss. 41 (1903), 

K. A. H. Morner, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 360 (1904). 
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von der alle die genannten Substanzen in mehr oder minder 
einfacher Weise abzuleiten sind. Dabei mubten noch zwei 
weitere Substanzen, die a-B-Diaminopropionsdure und das 
Isoserin, als Zwischenglieder in den Gang der Untersuchung 
eingefiihrt werden. Die inaktiven Formen dieser beiden Sub- 
stanzen sind durch die Salpetrigsiiure-Reaktion mit der Glycerin- 
sdure verkniipft,!) die Diaminopropionsaure auch noch durch 
das Tierexperiment.?) 

Zwar sind im Gegensatz zum Glycerinaldehyd bei der 
Glycerinsaure optisch aktive Formen bekannt, aber so 
wenig fiir den 3-Kohlenstoffzucker selbst, ist fiir seine Monokarbon- 
siure die Konfiguration experimentell ermiltelt. Die Festlegung 
derselben war daher die erste Aufgabe bei unseren Untersuchungen. 
Da aber die optisch aktiven Glycerinsauren bisher nur auf dem 
etwas unsicheren Wege des biologischen Verfahrens*) er- 
halten sind, und tberhaupt nur die rechtsdrehende Siiure von 
Frankland und seinen Mitarbeitern niaher untersucht ist, so 
war zunidchst die rein chemische bereitung dieser Substanzen 
winschenswert. Die Spaltung der inaktiven Siiture*) gelang leicht 
mit Hilfeder Alkaloidmethode mittels Brucin. Aus dem Alkaloid- 
salz konnte durch Zersetzung mit Barytwasser die Siéure frei- 
gemacht werden, und zwar wurde die rechtsdrehende Siiure rein, 
ihr optischer Antipode nicht vollig frei vom Racemkorper erhalten. 

Die experimentelle Verkniipfung der Glycerin- 
siture mit den Zuckerarten ist ein bisher ungeléstes Problem. 
Zwar haben C. Neuberg und W. Neimann bei der KEin- 
wirkung von Kalk auf d-Glukuronsiure*®) neben Saccharonsauren 
rechtsdrehende Glycerinsiiure (s. S. 105) erhalten, allein bei 
dem komplexen Charakter der Reaktion, insbesondere bei der 
eventuell umlagernden Wirkung des Kalkes, ist es zweifelhaft, 
ob in der Tat eine Relation im Sinne der Konstitutionsformeln: 

| 1) 0. Klebs, Diese Zeitschrift, Bd. XIX, 35. 330 (1894). 

*) P. Mayer, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 5. 59 1904). 

3) Levkowitsch, Ber., Bd. XVI, S. 2720 (1889). 

Frankland und Frew, Chem. Soc., Bd. LIX, S. 96 (1891). 

*) C. Neuberg und M. Silbermann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XXXViI, S. 339 (1904). 

6) Vergl. Ber., Bd. XXXVI, S. 339 (1904), 
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OH H OH OH OH 

COH — C —C — C — C — COOH, CH,OH — C — COOH, 
H OH H H H 
(d-Glukuronsiiure (linksdrehende Glycerinsaure) 


besteht. 

Fiir die exakte Herstellung einer Beziehung zwischen 
Glycerinsaéure und den Zuckerarten schienen sich a priori eine 
Reihe von Moglichkeiten zu ergeben, allein ihre praktische Aus- 
fiihrung bot betriichtliche Schwierigkeiten. Die bewéhrten Ab- 
baumethoden in der Kohlehydratreihe, das Verfahren von Wohl, 
das iiber die Oxime fiihrt, und das von Ruff, das von den 
Kohlehydratsiiuren ausgeht, versagen bekanntlich bei den niederen 
Gliedern der Kohlehydratreihe, entweder weil praktisch die Be- 
schaffung des Materials unausfiihrbar wird oder die Reaktion 
anders verliiuft. 

Kinen neuen Weg schien der vor 4 Jahren von Morre| 
und Crofts!) ausgefiihrte Abbau des d-Glykosons mit Brom zu 
erOffnen, der d-Erythronsaure liefert: 


H OH OW OH OH 
COH— CO--G--C —C—CH,OH —> COOH — C — C — CH,OH 
OH HH H 


Allein die Beschaffung eines Pentosons in den erforder- 
lichen Quantitiiten ist ungemein miihselig, und hinzu kommt, 
dafi die Reaktion: 


OH OH OH 
COH — CO —C —C — CH,OH COOH — G — CH,OH 
H H 


eine Ausbeute von 1-—2°/o liefert, sodaB alle Schliisse beziiglich 
der Konfiguration der in minimaler Menge entstehenden Ver- 
bindung der Beweiskraft entbehren. 

Kin ganz anderer Weg hat schlieBlich zum Ziel gefiihrt. 
Vor 14 Jahren hat Will?) durch Behandlung der Nitrocellu- 
lose mit Alkali eine als Oxybrenztraubensiaure bezeichnete 
Verbindung erhalten, fiir die er, dem Stande des damaligen 
Wissens entsprechend, die Formeln: 


') Journ. of Chem. Soc., Bd. LXXVIL, S. 1219, und Proc. Chem. Soc., 
Bd. XVIII, S. 55. 
*) Ber., Bd. XXIV, 5S. 406 (1891). 
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Il. 
COH CH,OH 
| und 
CH - OH CO 
| | 
CH, - OH COOH 


zur Diskussion stellte. Die Verbindung ist optisech aktiv 
und zwar livogyr. Wegen dieser iiuBerlichen Ahnlichkeit mit 
dem Fruchtzucker bevorzugte der Entdecker seiner Zeit die 
Ketoformel (II); allein heute wissen wir, dali diese gerade kein 
symmetrisches Kohlenstoffatom enthalt und keine optisch aktive 
Substanz repriisentieren kann. Beziiglich der als Aldehyd- 
glyzerinsaure aufzufassenden Verbindung sei noch bemerkt, 
daB sie bisher selbst oder in Salzen nur amorph gewonnen 
ist bis auf das Osazon, das aber nicht mehr das unverinderte 
Molekiil der Saure enthalt, ein Derivat des entsprechenden nicht 
mehr aktiven Osons 
COH — CO — COOH 


darstellt und keine Regenerierung gestattet. Kine zur Isolierung 
geeignete, schon kristallisierende Verbindung haben wir nun 
im Brucinsalz gefunden.  Hinsichtlich der Fiihigkeit, gut 
kristallisierende Alkaloidsalze zu bilden, gleicht die Verbindung 
der Gluk uronsiure,') mit der sie iiberhaupt viel Abnlichkeit hat. 

Allerdings entsteht die Aldehydglycerinsaéure auch nur in 
kleiner Menge aus der Nitrocellulose, aber dieser Umstand ist 
belanglos, da die durch die Cellulose mit dem Trauben- 
zucker vorhandenen Beziehungen nicht zur Grundlage 
unserer Beweisfiihrung dienen. 

Die Aldehydglycerinsiiure laBt sich nun experimentell in 
einfacher Weise einmal mit der W einsiure, deren Konfiguration 
E. Fischer?) ermittelt hat, ferner mit der Glycerinsiure in 
Beziehung setzen. Das erste gelingt am leichtesten so, wie 
Neuberg und W. Neimann4) friiher die homologe Glukuron- 
siure in das um ein Kohlenstoffatom reichere Pentaoxypimelin- 
sduremononitril 


') GC. Neuberg, Ber., Bd. XXXIII, 5S. 3320 (1900). 
*) Ber., Bd. XXIX, S. 1377 (1896). 
3) Siehe Seite 106. 
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COOH 
| 
(CHOH), KCN 
| 
COH 
= COOK 
| 
(CHOH), 
| 
CHOH 
| 
CN 
iibergefiihrt haben, durch Einwirkung von Cyankali auf die freie 
Saure : 
COH 
| 
CHOH +- KCN 
| 
COOH 
= C8 
| 
CHOH 
| 
CHOH 
| 
COOK 
Durch Verseifung des primar entstehenden Mononitrils 
und Verwandlung in das Kaliumsalz erhiilt man Links- W ein- 
stein, dessen  physikalische und analytische Daten  vollige 
Reinheit anzeigten, wiihrend in der Mutterlauge wegen der 
bekannten doppelseitigen Anlagerung der Blausiure noch Meso- 
weinsadure zugegen war. 
Behufs Losung des zweiten Teiles der Aufgabe, d. h. zwecks 


Uberfiihrung in Glycerinsiiure, wurde die Aldehydglycerinsaure 
in schwach saurer Loisung mit Natriumamalgam reduziert') 


Die Reduktion der Aldehydglycerinsiure zur Glycerinsiure 


COH CH,OH 
| | 
CHOH — > CHOH 
| | 

COOH COOH 


verlauft vollkommen analog der von Thierfelder (Diese Zeitschrift, 
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und schlieflich die entstandene Saure iiber das Bleisalz ge- 
reinigt: die Zerlegung des letzteren ergab die linksdrehende, 
in ihren Salzen dextrogyre Glycerinsiure. Es bestehen also 
folgende Beziehungen: 


COOH 
CH,OH OCH OHCH 
HCOH HCOH ‘OH 
Goon bo )H Coon 
1-Glycerinsiiure. — 1- Aldehydglycerinsiure. |-Weinsiure. 


Hierdurch ist die Konfiguration der aktiven Glycerinséuren 
eindeutig festgelegt und damit die Grundlage fiir die konfigura- 
tiven Relationen aller auf die Glycerinsiiure beziehbaren stick- 
stoffhaltigen Substanzen geschaffen. Die bisher allein nach dem 
Drehungsvermogen ohne Riicksicht auf die Konfiguration ge- 
wahlte Bezeichnungsweise der aktiven Glycerinsiiuren ist bei- 
zubehalten, da sie zufillig im Einklange mit den Konfigurations- 
ermittelungen steht. 

Besonders hingewiesen sei noch auf den eigentiimlichen 
Umstand, daf man von der Cellulose, diesem unzweifelhaften 
Derivat der d-Glukose, auf dem Weg iiber Nitrocellulose, Aldehyd- 
glycerinsaéure, |-Glycerinsiure aus der d-Reihe der Kohle- 
hydrate in die I-Reihe gelangt. Solche Ubergiinge sind 
zwar schon bekannt, ziihlen aber immerhin zu den Seltenheiten. 
Dieser neue Fall reiht sich den Beobachtungen Salkowskis 
und Neubergs') tiber die Verwandlung von d-Glukuronsiure 
in |-Xylose, sowie der Feststellung Lobry de Bruyns und 
Alberda v. Ekensteins?) an, d-Galaktose in |-Sorbose 
iibergefiihrt werden kann. 


Bd. XV, S. 71) ausgefiihrten Verwandlung der d-Glukuronséure in 


d-Gulonsiure : 
COH CH,OH 


| 
——> (CHOH), 


| | 
COOH COOH 
') Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 26. 
*) Rec. d. trav. chim. des Pays-Bas, Bd. XIX, S. 1. 
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Experimenteller Teil. 
1. Darstellung der Aldehydglycerinsaure. 


Zur Bestimmung der Koriliguration der Glycerinsaéure wurde, 
wie im theoretischen Teil erdrtert, zuniichst die Willsche 
Oxybrenztraubensiiure dargestellt. Da keine ausfiihrlicheren 
Literaturangaben hierfiir existieren, sei folgendes Verfahren 
angegeben: 

10 ¢ WKollodiumwolle werden in der zur LOsung gerade 
notigen Menge Alkohol und Ather gelést und mit 50 g 10°/oiger 
Natronlauge lingere Zeit (5 Tage) unter haufigem Durchschitteln 
stehen gelassen, bis eine Probe mit Schwefelsiiure versetzt nur 
eine schwache Triibung ergibt. Alsdann wird die vom Alkohol 
und Ather mechanisch getrennte Fliissigkeit mit Essigsiure 
neutralisiert, zirka eine Stunde auf dem Wasserbade bis zum Auf- 
horen der lebhaflen Gasentwickelung gelinde erwarmt und in 
der Kiilte mit Bleiessig geféallt. Nach einigem Stehen wird der 
Niederschlag abgesaugt, achtmal mit destilliertem Wasser ge- 
waschen, in einer Reibschale zerrieben und mit etwa 100 ccm 
Wasser in ein Koélbchen gespiilt. Darauf wird zuerst in der 
Kilte, dann in der Wiirme Schwefelwasserstoff eingeleitet, fil- 
triert, mil heibem Wasser gewaschen und auf dem Wasserbad 
auf ein kleines Volumen eingedampft. Die so erhaltene redu- 
zierende Losung gibt mit tiberschiissigem Barytwasser!) sowie 
mit Chlorcalcium -!- Ammoniak in Wasser unldsliche Nieder- 
schliige, die sich in Essigsiiure lésten. Sie dreht schwach links 
und liefert das bekannte Osazon. 

Da die Siure keine charakteristischen Salze ergibt, so 
wurde versucht, Verbindungen mit den Alkaloiden darzustellen. 
Wihrend die Cinchoninverbindung nicht erhalten werden konnte, 
kristallisierte das Brucinsalz in schénen Nadeln. Es wurde 
einmal aus Wasser und einmal aus Alkohol umkristallisiert. 


‘) Ebenso verhalt sich die Glykuronsiiure, deren Ahnlichkeit mit 
der Oxybrenztraubensiiure schon betont ist. Auch bei ihr sind die Salze 
mit anorganischen Basen fast ausnahmslos amorph, dagegen die mit 
Alkaloiden ebenfalls kristallisiert. 
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Analyse. 

a) 0,1607 g Substanz ergaben 8,1 ccm N (17°, 753 mm) 
b) 0,1211 » 0.2768 ¢ CO, und 0,0686 ¢ H,O 

Fir C,H,,N,O, - C,H,O, 

Berechnet : Gefunden : 
561°) N 5,79 Jo 
6,020 H 6,32 


Auf diese Weise wurden 200 g Kollodiumwolle in Portionen 
von je 10 g verarbeitet. Der Gehalt der Lésung wurde durch 
Titration mit Normalalkali ermittelt. 


2. Umwandlung der Aldehyvdglycerinsiue in |l-Wein- 
saure. 

Zu einer 5,2 ¢ enthaltenden wiisserigen LOsung der Siiure 
wurde ein Uberschuf’ von reinem Cyankali (5 g) gesetzt. Die 
Mischung wurde einige Zeit sich selbst tiberlassen und farbte 
sich dabei dunkel. Nach 10 Tagen wurde die Fliissigkeit mit 
der auf das angewandte Cyankali berechneten Menge Normal- 
schwefelséure (40 ccm) eine halbe Stunde auf freier Flamme 
gekocht, mit der genau entsprechenden Menge titrierter Baryt- 
losung in der Hitze gefallt, vom Baryumsulfat abfiltriert und 
die eingeengte Losung mit normalem Bleiacetat versetzt. Der 
Bleiniederschlag wurde abgesaugt, mehrmals mit kaltem Wasser 
sewaschen und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Die so er- 
hallene, schwach linksdrehende Siiture wurde auf ein kleines 
Volumen eingedampft, mit Kalilauge in der Hitze neutralisiert 
und mit Kisessig angesduert. Beim Riihren und Stehen schied 
sich das charakteristische saure weinsaure Kali aus, das aus 
heijem Wasser umkristallisiert wurde. Von diesem Produkt 
wurden 0,84 ¢ erhalten. 


Analyse. 
a) 0.1632 g Substanz ergaben 0,0633 KCI (== 0,0338 K) 
b) » > > 0.1424 » CO, und 0,0382 » H,O 


(mit PbCrO, K,Cr,O, verbrannt) 
Fir CH,0,K 


Berechnet: Gefunden: 
25,53 °/o 25,74 °/o 
2,66 °/o H 2,88 °/o 


20,75 °/o K 20,61 
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Die Bestimmung der optischen Drehung ergab: 
0.5139 g Substanz ergaben in 10 cem 15% oiger K,CO,-Lésung 
= 1° 48’, 

Zur Probe wurden 0,5181 g gewOhnlichen d-Weinsteins 
in 10 cem K,CO,-Losung gelést. Der Betrag der optischen 
Drehung war der entsprechende. ') 

Die zur Polarisation verwendete L6sung wurde mit Essig- 
siure angesiiuert und lieferte nach der Konzentration wieder 
reinen |-Weinstein. 

Genau wie bei den Aldehydzuckern kann auch bei den 
Aldehydsauren die Cyanhydrinreaktion asymmetrisch 
verlaufen, d.h. sie kann AnlafS zur Bildung von 2 Stereo- 
isomeren geben. Neben |l-Weinséure kiénnte in diesem Fall 
Mesoweinsiiure entstehen : 


COOH COOH 
COH Pad HCO 
HCOH HUCOH HOH 
COOH Goon Loon 
(1-Weinsiiure. ) (Aldehydglycerinsiure. ) (Mesoweinsiure.) 


deren leicht lOsliches Kalisalz sich in der ersten Mutterlauge 
des schwer ldslichen I|-Weinsteins finden mubte. In der Tat 
ergab die Fliissigkeit nach Neutralisation mit Ammoniak in der 
Hitze mit Chlorcalcium eine weibe Fillung. Beim Absaugen 
hinterblieb ein weifes Pulver, das getrocknet und analysiert 


wurde. Es erwies sich als Calciumsalz der Mesoweinsaure. 


Analyse. 


0.1183 g Substanz verloren 0,0266 g H,O und ergaben 0,0272 g CaO 
(= 0,0194 g Ca) 
Fir CJH,0,Ca + 3 H,O 
-Berechnet : Gefunden: 
22,31 /o H,O 22,54 /o 
16,53" o Ca 16,41 


) Bei Auerlicht drehten beide Lésungen, die ja fast absolut gleiche 
Konzentrationen besafien, in einem fiir Glukose geeichten Polarisations- 
apparat gleich — 1,7°/0, resp. + 1,7°%o. 
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Seine Losung in Salzsiiure erwies sich als inaktiv. Dem- 
nach entstehen hier beide von der Theorie vorauszusehenden 
Weinsiuren nebeneinander. 


3. Umwandlung der Aldehydglyzerinsiiure in 
Glyzerinsiure. 

Zur, Ausfiihrung der Reduktion wurde eine 5,096 ¢ ent- 
haltende wisserige LOsung der Aldehydglyzerinsiiure unter Tur- 
binieren in kleinen Portionen mit 230 g 3°/oigem Natrium- 
amalgam (etwa das 6fache der theoretisch berechneten Menge) 
versetzt. Sobald die Reaktion neutral geworden war, wurde 
Kohlensiure eingeleitet. Nach Beendigung der Wasserstoffent- 
wicklung reduziert die Fliissigkeit nicht mehr: es wurde nun 
vom Quecksilber abgegossen, mit Essigsaéure neutralisiert und 
mit bleiessig gefillt. Der Niederschlag, der hauptsichlich aus 
Bleikarbonat bestand, wurde verworfen, das Filtrat eingeengt und 
in der Kiilte mit Bleiessig + Ammoniak gefillt. Sodann wurde 
der Niederschlag abgesaugt, ausgewaschen, mit wenig Wasser 
angerieben und mit Schwefelwasserstoff zuerst in der Kalte, 
dann in der Siedehitze zerlegt. Das Filtrat vom Schwefelblei 
wurde eingeengt, mit Baryumkarbonat bis zur neutralen Re- 
aktion gekocht, filtriert und konzentriert. Aus dieser Losung 
fiel durch absoluten Alkohol ein Niederschlag aus, der zur Ent- 
fernung von essigsaurem Baryum (die Essigsaure entstammt 
dem bei Bleifallungen mit Bleiacetat stets mit niedergerissenen 
basisch essigsaurem Salz) mehrere Male umgefallt werden mubte. 
Durch Analyse der so gereinigten und bei 100° getrockneten 
Substanz und durch die Bestimmung ihres optischen Drehungs- 
vermogens wurde sie als rechtsdrehendes glyzerinsaures Baryum 
erwiesen. 

Analyse. 
a) 0.1297 g Substanz ergaben 0.0876 BaSO, 


b) 0.0990. » » >» 0.0748 » CO, und 0.0276 H,O 
Fir C,H,,0,Ba 
Berechnet: Gefunden : 
20,76 °/o C 20,61 °/o 
2,90°/o H 53.11% 


39,50" Ba 39,54" 0 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. 10 
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0.3031 g der Substanz, gelést in 10 ccm H,O, ergaben eine spezi- 
fische Drehung') von: 
[a]p = + 9,9° 
(a == 030°, | 4). 


Fir I-glyzerinsaures Baryum, dargestellt’ aus auf chemischem 
Wege gespaltener Glyzerinsiure, haben wir friiher (Bd. XXXVI, 5. 341) 
den Wert 
[a]p = 8,75° 
vefunden; fiir das entsprechende d-Salz dagegen: 
[a]p = — 17,38° 
Durch Penicilliumgérung haben Frankland und Appleyard 
(Chem. Soc., Bd. 5S. 238) eine d-Glyzerinsiure gewonnen, deren 
Baryumsalz eine spezifische Drehung 
[a]p = — 10,01° 
besaf. Wir waren frither der Meinung, auf chemischem Wege ein reineres 
Priparat erhalten zu haben, als auf dem biologischen. Unsere friihere 
Angabe ist jedoch hinféllig, indem unsere optische Bestimmung infolge 
eines Fehlers des Polarisationsapparates (Verschiebung des O-Punktes) 
sich als unrichtig erwies. Bei der Wiederholung fanden wir nunmehr 
den Wert 
= — 10,9” 
fiir d-glyzerinsauren Baryt, der von der entsprechenden Zahl Frank- 
lands und Appleyards nur unbedeutend abweicht. 
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Synthese der Oxyaminobernsteinsaure. ') 
Von 


Carl Neuberg und Martin Silbermann. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Februar 1905.) 


Wie in der voraufgehenden Mitteilung dargelegt ist, stellt 
die a-B-Diaminopropionsaure ein Bindeglied zwischen der Gly- 
zerinsiure und den wichtigen Amino- resp. Oxysiiuren der 
3-Kohlenstoffreihe dar, namentlich durch die von uns. auf- 
gefundene Fahigkeit, durch Ersatz nur einer der beiden 
Aminogruppen in eine Oxyaminosidure iiberzugehen. 
Der Entdecker der Diaminopropionsiure, O. Klebs, hat ge- 
zeigt (1. ¢.), bei der Einwirkung von  salpetriger Séure 
auf dieselbe inaktive Glyzerinsiiure entsteht. Um den Ersatz 
nur einer Aminogruppe gegen Hydroxyl zu bewirken, bedarf 
es der genauen Dosierung der anzuwendenden salpetrigen Siiure. 
Letzteres erreicht man am einfachsten durch Einwirkung von 
Silbernitrit auf das Chlorhydrat der Diaminopropionsiiure. Die 
Reaktion des sukzessiven Austausches der Aminogruppe gegen 
Hydroxyl fiihrt nicht zu dem physiologisch wichtigeren Serin, 
sondern zum Isoserin.?) Allein bei Ausfiihrung der Reaktion mit 
den bisher unbekannten optisch aktiven Formen der Diamino- 
propionséure wird man zu optisch aktivem Isoserin gelangen, 
das einmal das Entschwefelungsprodukt des Steincysteins 
darstellt, und andererseits in optisch aktive Milchsaure nach 
dem Verfahren von Jochem tber die a-Oxy-f-chloropropion- 
siure wird verwandelt werden konnen. Ebenso wie bei der 


') Vorgetragen in der Sitzung der Deutschen chemischen Gesell- 
schaft zu Berlin am 11. Juli 1904. 

*) Zu demselben Ergebnis ist unabhaingig von uns (Ber., Bd. XXXVII, 
S. 341 [1904] und gleichzeitig A. Ellinger (Ber., Bd. XXXVII, 5. 338 
1904] gelangt. 
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particlen physiologischen Desamidierung der Diamino- 
fettsiuren, z. B. bei der Bildung der d-Aminovaleriansiiure aus 
a-d-Diaminovaleriansiure,!) erweist sich auch bei der Nitrit- 
reaktion die dem Karboxyl benachbarte Aminogruppe als leichter 
eliminierbar. 

Zwar bezieht Curtius?) die bildung eines tibrigens nicht 
isolierten und niéher untersuchten Diazoesters bei der Ein- 
wirkung der salpetrigen Siiure auf den Athylester der a-B- 
Diaminopropionsiiure auf die intermediiire Bildung von Serin- 
ester, der aber nicht zu fassen ist. Wenn der entstehende 
Diazoester wirklich ist, so 
steht diese Beobachtung mit unseren Befunden nicht in Wider- 
spruch, denn es ist offenbar ein grofer Unterschied fir die 
Stabilitéit und Reaktionsfiihigkeit des Diaminosiiuremolekiils, ob 
dieses frei, oder als Ester zugegen ist. Haben doch beispiels- 
weise die freien Aminosiiuren vermutlich eine betainartige 


Konstitution: 
CH, — NH, -—CHNH, COO, 


die natiirlich der Ester von bekanntlich viel starkerem basischen 
Charakter 

CH,NH, — CHNH, — COO C,H, 
nicht haben kann. 

Jedenfalls involviert. die Uberfiihrung der Diaminopropion- 
siiure in Isoserin eine neue Methode zur Darstellung von 
Oxyaminosiiuren, die auch schon in einem weiteren Fall die 
Synthese eines interessanten, erst kiirzlich aufgefundenen Kiweil- 
spaltungsproduktes ermoglicht hat. 

Bisher existieren 4 generelle Methoden*) zur Darstellung 
von Oxyaminosauren der Fettreihe. 

1. Das iilteste Verfahren beruht auf der Umsetzung 
von Oxyhalogensaéuren mit Ammoniak. Es ist zuerst von 

') EK. und H. Salkowski, Ber., Bd. XVI, S. 1191 u. 1802 (1883). 

2) Ber., Bd. XXXVII, S. 1279 (1904). 

5) Uber eine Spezialbildungsweise des Serins siehe Erlenmeyer jun., 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, S. 3769 (1902), und Annalen der 
Chemie, Bd. CCCXXXVII, 5S. 236 (1904). 
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Melikow!) und von Erlenmeyer?) zur Darstellung der a-Oxy- 
B-aminopropionsiure 
CH, - NH, 


CHOH 


| 
COOH 

aus a- und B-Chlormilchsaure 
GH,Cl 
| 
CHOH 


COOH 
benutzt und von Fischer und Leuchs verbessert. 

2. Das zweite Verfahren riihrt gleichfalls von Melikow) 
her und besteht in der Einwirkung von Ammoniak auf 
Epihydrinsauren. Sie hat z. b. zur ersten Darstellung des 
Isoserins aus Glycidsiiure und Ammoniak gedient, wenn auch 
der genannte Autor die Konstitution dieser Verbindungen nicht 
mit Sicherheit festgestellt hat. 

3. Die dritte Methode verdanken wir Fischer und 
Leuchs.*) Sie ist dem alten Streckerschen Verfahren 
zur Synthese von Aminosiiuren nachgebildet und beruht auf der 
Addition von Blauséure an die Oxyaldehydammoniake 
und Verseifung der entstehenden Nitrile. So fiihrt sie z. b. 
vom Glykolaldehyd iiber den Aldehydammoniak und das Amido- 
cyanhydrin zum Serin: 


CH,OH CH,OU 
(oH 
OH 
CH,OH CH, OH 
CHNH, NH, 


Das Prinzip dieser Methode ist schon friiher von R. Straub) 


1) Ber., Bd. XII, S. 2227 (1879). 
*) Ber., Bd. XIII, 5. 1077 (1889). 
5\ Ber., Bd. XIII, S. 958 (1880). 
*) Ber., Bd. XXXV, 5S. 3790 (1902). 
5) Ber., Bd. XXVII, 5. 1389 (1894). 
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zur Synthese von 1. Anilido-d-glukoheptonsaéure aus Glukose- 
anilid und Blausaure 

CH,OH — (— CHOH), — CH: NC,H, ++ HCN —» 

CH,OH — (CHOH), CH (NHC,H,) — COOH 
und analogen Phenylamidosiuren benutzt. 

4. Das vierte Verfahren riihrt von Neuberg und 
Wolff!) her und beruht auf der Anlagerung von Blausaure 
an Aminoaldehyde oder vielmehr auf der Umsetzung der 
salzsauren Aminoaldehyde mit Cyanalkalien, resp. der Sulfate 
mit Baryumeyanid (a); dabei wandelt das entstehende Cyanid 
sich in das Oxynitril um (b), welches dann verseift wird (c). 
Auf diesem Wege sind aus dem Glukosamin die beiden isomeren 


2. Aminoglukoheptonsiiuren erhalten: 
a) CH,OH MCN 


| 

(CHOH), 
CHNH,HCI 
COH 


CH,OH 
CHOH), 
CHNH,HCN 
COH MCI 
b) CH,OH CH,OH 
(CHOH), ——» (HON), 
CHNH,HCN CHNH, 
HO CHOH 
CH,OH 
CHNH, 
(HOH 
COOH 


') Ber., Bd. XXXV, S. 4012 (1902) und Bd. XXXVI, S. 618 (1903). 
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Von diesen Verfahren liefert unter allen Umstiinden nur 
das dritte Oxyaminosiuren, deren Aminogruppe sich in a-Stellung 
befindet, wihrend bei den ersten beiden Methoden die Stellung 
des Amids vom Ort der reagierenden Gruppen und bei dem 
vierten Verfahren vom Charakter des Aminoaldehyds abhiingt. 


Unser neues Verfahren ermodglicht — abgesehen von 
g-Aminosdauren — die Darstellung von Oxyaminosiiuren mit 


sehr verschiedener Stellung der Aminogruppe im Molekiil, da 
hier die dem Karboxyl benachbarte Aminogruppe  eliminiert 
und dadurch nur der Ort der a-Hydroxylgruppe festgelegt ist. 

Vor kurzem hat Zd. H. Skraup!') unter den hydrolytischen 
Zersetzungsprodukten des Caseins neben anderen Substanzen 
in kleiner Menge eine auferst interessante Verbindung von der 
Zusammensetzung C,H,NO, aufgefunden, die er als Oxyamino- 


bernsteinsaure COOH 
CHNH, 
(oon 
anspricht. 


Nach den bisherigen Methoden erschien die Synthese 
dieser Substanz nicht leicht ausfiihrbar. Beispielsweise ist 
eine Ubertragung der Fischer-Leuchsschen Methode auf die 
Aldehydglvyzerinsaure 

CHO 


CHOH NH, —> 


COOH 
OH 


CHNH, 
CHOH +HCN 
COOH 


CN COOH 
CHNH, CHNH, 
CHOH CHOH 
Coon coon 


!) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 274 (1904). 
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kaum moglich, denn Versuche an der homologen Glukuronsiiure 
haben gelehrt, daB die Aldehydsauren vermutlich wegen ihres 
Saurecharakters an der Karbonylgruppe kein Ammoniak fixieren. 

Dagegen fiihrt unser neues Verfahren unschwer zum Ziel. 
Als Ausgangsmaterial dient die Diaminobernsteinsaure. 
Behandelt man dieselbe in schwefelsaurer Lésung mit der 
einer Aminogruppe aquivalenten Menge Baryumnitrit, so erfolgt 
der Ersatz eines Amids gegen Hydroxyl und es _ resultiert 


Oxyaminobernsteinsiiure (Monoaminoweinsaure) 


COOH COOH 


| | 
CHNH, CHNH, 


| | 
CHNH, CHOH 


| | 
COOH COOH 


Zu unseren Versuchen hat eine nach Th. Lehrfelds 
Angaben!) aus symmetrischer Dibrombernsteinsaure dargestellte 
Diaminobernsteinsiiure gedient. Nach Tafels und Farchys 
Untersuchungen?) kommt letzterer die Mesoform zu, da sie in 
Mesoweinsaéure verwandelt werden kann: 


COOH COOH 
| | 
HCNH, HCOH 
| —_ | 
HCNH, HCOH 
| | 
COOH COOH 


Daher mochten wir auch unserer Séiure die entsprechende 
Formulierung geben. Sie wird wohl mit dem Eiweibspaltungs- 
produkt nicht absolut identisch sein,*) indem letzteres wahr- 

') Ber., Bd. XIV, S. 1817 (1881). 

*) Ber., Bd. XX, S. 247 (1887), und Bd. XXVI, 5. 1980 (1893). 

*) Die Theorie sieht 6 Formen der Oxyaminobernsteinsdure voraus, 
2 racemische (bestehend aus [I + Il, sowie Ill +-- IV) und 4 optisch- 
aktive (1, TIL, IV). 


I COOH COOH COOH COOR 
OH- CH HC. OH HG OH OH-CH 
HC NH, NH, - CH HG. NH, NH, - CH 
COOH COOH 
| d d 


Von diesen sind I und Il nebst ihrem Racemkérper Derivate der 
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scheinlich optisch aktiv oder héchstens racemisiert ist. Doch 
hat Skraup dariiber noch keine Angaben gemacht. Ubrigens 
ist auch die der r-Weinsiiure entsprechende r-Diaminobern- 
steinsdure nach Tafel!) auf anderem Wege erhiiltlich, niimlich 
durch Reduktion des Dioxyweinsiiurebiphenylosazons 


COOH COOH 
N-NH-C,H, NH,CH 

( = N-NH-C,H, HONH, 
(COOH Coon 


Die Synthese der Oxyaminobernsteinsiiure verliuft also 
vollkommen analog der des Isoserins, als dessen Karboxy- 
derivat sie auch aufgefaBbt werden kann. 

Durch Desamidierung, d. h. Uberfiihrung in die ent- 
sprechende Form der Weinsiiure, lift sich die Konfiguration 
der Oxyaminobernsteinsiiure leicht ermitteln. 

Ahnliche Untersuchungen in anderen Reihen werden eine 
Kenntnis von den Beziehungen der beiden wichtigsten Kérper- 
klassen, Zuckerarten und Eiweibkérpern resp. Aminosauren, zu 
einander anbahnen. In der 6-Kohlenstoffreihe ist eine solche 
Untersuchung schon friiher von Neuberg und Wolff?) durch- 
gefiihrt, indem sie durch Reduktion der d-Glukosaminsaure zur 
d-n-Aminokapronsiiure gelangten. Einen besonderen Reiz ver- 
leiht diesen Beziehungen die Entdeckung der sichtbaren Zwischen- 
glieder zwischen Kohlehydraten und Aminosiiuren, den Oxy- 
aminosiiuren, deren regelmaébiges Vorkommen unter den Bau- 
steinen des Eiweifes jetzt von E. Fischer’) und Skraup‘) 
erwiesen ist, nachdem ihr vereinzeltes Auftreten schon friiher 


aktiven Weinsiuren resp. der Traubenséure, Ill und IV, sowie deren 
Racemform Abkémmlinge der Mesoweinsiiure. 

*) Ber., Bd. XXXV, S. 4009 (1902). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 223 und 462, und Bd. XXXIX, 


S. 155 (1903). 
¢. 
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von Cramer,!) von Orgler und Neuberg,?) sowie von Lang- 
stein’) beobachtet war. 


Synthese der Oxyaminobernsteinsaure. 
COOH — CHNH, — CHOH — COOH. 

Um die allgemeine Brauchbarkeit der neuen Reaktion zur 
Synthese von Oxyaminosiiuren aus Diaminosauren zu_prifen, 
haben wir dieselbe auf die der Reihe der Dikarbonsiiuren an- 
gehorende Diaminobernsteinséure angewandt, zu deren Dar- 
stellung aus der Dibrombernsteinsiiure die urspriingliche Methode 
von Lehrfeld*) in der bei der Diaminopropionsaure ange- 
gebenen Weise modifiziert wurde. 

100 g Dibrombernsteinsiture wurden mit 800 ccm kon- 
zentriertem Ammoniak (25°/o) und 100 g fein gepulvertem 
Ammoniumkarbonat im eisernen Autoklaven 6 Stunden auf 
110° erhitzt, wobei der Druck auf 11 Atmosphiiren stieg. Beim 
Offnen des Autoklaven trat ein intensiver Geruch nach Acetylen 
auf, dessen Bildung durch Nebenreaktionen verstéandlich ist. °) 
Journ. f. prakt. Chem., Bd. XCVI, S. 76 (1865). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVU, S. 420 (1902). 

Ber., Bd. XXXV, 5. 176 (1902). 

©) Offenbar geht ein Teil der Dibrombernsteinséure durch zwei- 
fache Abspaltung von Bromwasserstoff in Acetylendikarbonséure  tiber, 
die dann selbst, resp. deren Ammoniumsalz, durch Abspaltung von Kohlen- 
siiure Acetylen ergibt. COOH 

CHB: + 2NH, = 


CHBr 
| 
COOH 


COOH 
C + 2NH,Br - 


COOH 

COOH H 
COOH 
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Das Reaktionsprodukt wurde nach Abfiltrieren vom Eisenhydroxyd 
auf dem Wasserbade eingedampft, wobei sich neben der er- 
warteten Diaminosiure auch eine reichliche Menge von Am- 
moniumbromid abschied. Durch seine Loéslichkeit in Wasser 
konnte letzteres leicht entfernt werden. Die zuriickbleibende 
Diaminosiiure wurde aus Ammoniak unter Zusatz von Knochen- 
kohle umkristallisiert. Die Ausbeute war den Angaben Lehr- 


felds entsprechend sehr gering. Es wurden aus 100 g Dibrom- 
bernsteinséure nur 4,4 g Diaminobernsteinsiiure gewonnen. 

Zur Darstellung der Monoaminosiiure diente nicht — wie 
friiher bei der Darstellung des Isoserins aus Diaminopropion- 
siure — Silbernitrit -+ Salzsiure, sondern Wittsches!) Baryum- 
nitrit +- Schwefelsdure. 4,5 g Diaminobernsteinsiiure wurden 
in 30 ccm Normalschwefelsiiure -!- 600 cem Wasser gelist, 
und dazu unter Turbinieren allmiihlich die berechnete Menge 
Baryumnitrit (3,75 g), gelést in wenig Wasser, gegeben. Hierbei 
trat ohne die geringste Beimengung von roten Diimpfen eine leb- 
hafte Entwicklung von Stickstoff ein, welche auch nach 6stiindigem 
Riihren noch andauerte. Es wurde daher die gesamte Lésung 
bis zum Aufhéren der Gasentwicklung auf dem Wasserbade 
erwirmt, mit Bleikarbonat gekocht, um die eventuell gebildete 
Weinséure zu entfernen, von den bleisalzen -+- Baryumsulfat 
abfiltriert, das in Loésung gegangene Blei durch Einleiten von 
Schwefelwasserstoff entfernt und die schlieBlich erhaltene Losung 
nach Vertreibung des Schwefelwasserstoffs 1 Stunde mit iiber- 
schiissigem Kupferkarbonat gekocht. Hierbei ging das sich 
hildende Kupfersalz der Saéure mit tiefblauer Farbe in Losung 
und schied sich beim Einengen der filtrierten Fliissigkeit in 
Kristallen ab. Nach dem Absaugen und Waschen (zuerst mit 
verdiinntem, dann mit absolutem Alkohol und Ather) war es 
sofort rein. Die Ausbeute an Kupfersalz betrug 1,2 g. Auch 
aus den Mutterlaugen konnte noch eine kleinere Menge ge- 
wonnen werden. 


‘) O. N. Witt und Ludwig, Ber., Bd. XXXVI, 5. 4384 (1903). 
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Analyse. 
a) 0,1662 g Substanz ergaben 0,0623 g CuO 
b) O.1704 » > » 10,0 ccm N (17°, 757 mm) 
c) 0.1410 » > » 0,1188 g CO,, 0,0317 g H,O und 0,0530 ¢ CuO 
Fiir C,H,O,NCu 
Berechnet : Gefunden : 
22. 80° 22.98 
2,38 °/o H 2,49 
6,65» N 6,87 °/o 


30,16 /o 30,00; 30,07)» 


Der Rest des Kupfersalzes, das demnach die Konstitution 


CHOH 


| Cu 
CHNH, / 
boo— 

besitzt, wurde in wiisseriger LOsung mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt, das Filtrat vom Schwefelkupfer auf ein kleines Volumen 
eingeengt und mit Alkohol versetzt, worauf in geringer Menge 
die freie Oxyaminosiiure sich in undeutlichen weifen Kristallen 
vom Schmelzpunkt 314—318° abschied. Zu einer Analyse 
reichte die bisher erhaltene Menge der neuen Verbindung nicht. 
Bemerkt sei, dal sie geschmacklos ist und in kleinster Menge 
beim trockenen Erhitzen fichtenspanrétende Daimpfe!) entwickelt. 


‘) Vergl. C. Neuberg, Zur Kenntnis der Pyrrolreaktion; Fest- 
schrift fir Ernst Salkowski, Berlin 1904, S. 271. 
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Das Verhalten der Hexonbasen zur Pikrolonsdure.') 
Von 


H. Steudel. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17, Februar 1905.) 


In meiner Mitteilung iiber die Pikrolonate der Hexon- 
basen ist angegeben, daf das Arginin sich mit 2 Molekiilen 
Séure verbinde. Das ist nicht der Fall. Vielmehr tritt ganz 
normal nur 1 Molekiil Pikrolonsiiure zu 1 Molekiil Arginin. 
Der Irrtum ist veranlaft durch einen Druckfehler in den von 
mir benutzten Logarithmentafeln (Logarithmische Rechentafeln 
fiir Chemiker von F. W. Kiister: Leipzig, Verlag von Veit & Co., 
1894). Hier findet sich fiir den bei der theoretischen Berech- 
nung in Frage kommenden Logarithmus zu N, (Seite 8, Zeile 7 
von oben) als Mantisse 25949 angegeben statt der erforder- 
lichen 05046.?) Rechnet man mit dem richtigen Logarithmus, 
so findet man den zu meinen Analysen gut stimmenden 
Wert fiir 

C,,H,N,O, - CgH,,N,O, 
Berechnet: 23,62 Gefunden: 25,55; 25,15 °/o 

Ich habe noch einmal zur Kontrolle Argininpikrolonat dar- 
gestellt durch Zusammengieben iquimolekularer Mengen Arginin- 
karbonat und alkoholischer Pikrolonsaéureldsung.*) Nach Filtration 
des Niederschlages gab das Filtrat mit Pikrolonsaure keine Fiillung 
mehr; der bei 110° getrocknete Niederschlag entsprach voll- 
kommen dem friiher von mir erzeugten. 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 219. 

*) In der neuen dritten Auflage von 1902 findet sich der Fehler 
nicht mehr. 

Die Pikrolonsiure verdanke ich den Héchster Farbwerken, die 
mir in liberaler Weise ein griferes Quantum zur Verfiigung stellten. 


158) OH. Steudel, Das Verhallen der Hexonbasen zur Pikrolonsiure. 


0.1337 ¢ lefern 29,0 com N bei p = 76,6 cm und t = 16° 
Fir C,,H,N,O, - C,H,,N,O, 
Berechnet: 25,62°%o0 N Gefunden: 25,499» N 


Der Schmelzpunkt, sowie samtliche tibrigen Zahlenangaben 
andern sich natiirlich in keiner Weise. 

Das Histidin verbindet sich ebenfalls nur mit 1 Molekiil 
Pikrolonsiiure. 


Berechnet Gefunden 
fir C HALO, «CH NO,: siehe Bd. XXXVII, S. 220: 
23,44°/o N 24,02 °/o 


Berechnet fiir 2 C,,H,N,O,C,H,N,O, : 
22,59 N 
Kin neu hergestelltes Praparat von Histidinpikrolonat'!) 
lieferte gleichfalls folgenden Wert: 


0.1214 g gaben 24,2 ccm N bei p = 73,6 cm und t = 20” 
Gefunden: 23.10% N. 


Da die Pikrolonsiure noch immer nur schwierig im Handel zu 
haben ist, so gebe ich hier die Vorschrift zur Darstellung, entnommen 
der wenig zugiinglichen Doktordissertation von Paul Bertram, Jena 1892: 

«Wiederholt aus Alkohol umkristallisiertes Phenylmethylpyrazolon 
wird mit der 6—8fachen Menge konzentrierter HNO, vom _ spezifischen 
Gewicht 1,42 tibergossen. Die hellgelb gefirbte Liésung wird vorsichtig 
auf dem Wasserbade erwiirmt und sofort beim Eintritt der Reaktion 
stark gekiihlt. Unter bestindigem Umschiitteln halt man dann die Tem- 
peratur auf ca. 60°, bis sich nach einiger Zeit das ausgeschiedene Ol in 
einen gelben Kristallbrei verwandelt hat. Man saugt von der Fliissig- 
keit ab und wascht mit Wasser bis zur neutralen Reaktion nach. Kleinere 
Portionen, etwa 20 g des erhaltenen Produktes, werden nun mit der 
6—Sfachen Menge kochender 33°/oiger Essigsiiure tibergossen und sofort 
durch ein Faltenfilter von den Zersetzungsprodukten abfiltriert. Es be- 
ginnt sogleich die Ausscheidung eines gelblichen, teils flockigen, teils 
kérnigen Niederschlages; ist diese beendet, so wird die abgesaugte und 
mit Wasser ausgewaschene Masse aus mdglichst wenig Alkohol um- 
kristallisiert. Der Kérper scheidet sich sofort aus. F. P. = 116,5°.» 


‘) Das Histidin verdanke ich Herrn Professor Kossel. 
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Uber die Einwirkung von Diazoniumverbindungen auf Imidazole. 
Erwiderung an Herrn burian. 
Von 


Herm. Pauly. 


‘Der Redaktion zugegangen am 16. Februar 1905.) 


In ciner Fufnote meiner Abhandlung «Uber die Konstitution des 
Histidins» (Diese Zeitschrift, Bd. XLU, 5. 512, Anm. 5) hatte ich bemerkt, 
fiir die aus Diazoniumsalzen und Imidazolen entstehenden Verbin- 
dungen mir die Méglichkeit nicht ausgeschlossen scheine, dafs in ihnen, 
aihnlich wie beim Pyrrol, echte AzokGrper vorlaigen, und ferner, man 
sich hiiten miisse, die Diazoreaktion etwa allgemein zur Unterscheidung 
des Imidazolringes vom Pyrimidinkern zu verwerten, wozu sie) wahr- 
scheinlich nur bei sauerstofffreien Systemen geeignet sei. Diese allgemein 
gehaltene kurze Notiz hat Herr Burian, indem er sie persénlich nahm, 
mifiverstanden, wie sich aus seinen Ausfiihrungen im letzten Hefte dieser 
Zeitschrift (Heft 6, 5. 502 u. 503) ergibt. 

Es bedarf keiner Worte, dafi der erste Teil meiner Bemerkuneg 
nicht auf Imidazole, die an keinem der Ringkohlenstoffatome substituier- 
baren Wasserstoff mehr tragen, bezogen werden kann, sondern nur 
auf solche, die wenigstens noch ein solcehes Wasserstoffatom 
enthalten. Wenn man auch aus den Versuchen Burians den Schluf 
ziehen muf, daf— der Diazorest an die NH-Gruppe herantritt, so zwingt 
dies doch keineswegs zu der Annahme, dafi die Reaktion bei diesem 
primaren Stadium immer stehen bleibt, falls die Méglichkeit einer 
Umlagerung in einen echten Azokérper dadurch gegeben ist, dafs der Azorest 
mit einem Wasserstoff eines Ringkohlenstoffatomes seinen Platz vertauschen 
kann, analog wie Diazoamidobenzol sich zu Amidoazobenzol umlagert, 
z. B. unter dem Einflusse verdiinnter Saéiuren (vergl. Journal of the Chemical 
Society, Bd. XLVH, 5S. 920). Dabei ist zu bemerken, erfahrungs- 
gemif’ bei Systemen vom Typus des Pyrrols, zu denen seiner Natur nach 
auch das Imidazol zahlt, die Neigung, Atomgruppen vom Stickstoff an 
Kohlenstoffatome des némlichen Ringsystems zu verschieben, vielfach 
noch stirker ausgebildet ist, wie bei den Benzolverbindungen, und dal 


andererseits gerade der Diazobenzolrest derartige Wanderungen mit Vor- 
liebe unternimmt. Mir schien speziell in der Bestiindigkeit der gebildeten 
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Farbstoffe Séiuren gegentiber bei Wasserbadtemperatur eine Andeutung 
dafiir zu liegen, daf{¥ man es bei den in Betracht kommenden Fallen mit 
echten Azokérpern zu tun habe, und deswegen habe ich die Erwagung 
dieser MOghchkeit empfohlen. 

Was den zweiten Punkt, die Unterscheidung des Imidazolringes 
vom Pyrimidinring mit Hilfe von Diazoniumverbindungen anbelangt, so 
ist, wie bereits angedeutet, in meiner Notiz mit keinem Worte erwahnt, 
dafi Herr Burian empfohlen habe, diese Reaktion allgemein zur Unter- 
scheidung zu verwerten. Mir lag nur daran, zur Aufklaérung des Um- 
fanges der Reaktion fiir diagnostische Zwecke einen Beitrag zu liefern, 
indem ich auf die von mir gemachte Beobachltung hinwies, dafs das 
4+-Methyluracil, ein sauerstoffhaltiges Pyrimidin, ebenfalls die Diazofarbung 
liefere, weil sich aus dem Tatsachenmaterial der Burianschen Arbeit 
(Ber. d. Deutsch. chem, Ges., Bd. XXXVII, S. 696) leicht die irrtiimliche 
Schluffolgerung ergeben konnte, als habe man in der Diazoreaktion ein 
promptes Unterscheidungsmittel fiir den Imidazol- und den Pyrimidinkern. 


Wiirzburg, im Februar 1905. 
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Die Farbenreaktionen der Eiweidkorper mit p-Dimethylamino- 
benzaldehyd und anderen aromatischen Aldehyden. 


Von 


Erwin Rohde. 


(Aus der Il. medizinischen Klinik zu Miinchen, Prof. Fr. Miller.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28, Februar 1905.) 


Die p-Dimethylaminobenzaldehyd-Reaktion des Harnes, die 
Ehrlich in der «medizinischen Woche» (Aprilheft 1901) mit- 
geteilt hat, kann bei Zugabe einer 2°/oigen Losung dieses 
Aldehyds in Normalsalzsaéure in jedem normalen Harn als leichte 
Rotfarbung beobachtet werden; sie steigert sich aber in manchen 
pathologischen Harnen zu einer intensiv roten Farbe und be- 
ruht, wie Dr. O. Neubauer!) festgestellt hat, auf der Gegen- 
wart von Urobilinogen. Bei diesen Untersuchungen hat Dr. Neu- 
bauer die Beobachtung gemacht, dali EKiweibkorper ebenfalls 
mit dem Aldehyd, aber nur bei Gegenwart. starkerer Siuren 
unter Farbenbildung reagieren. Er hat mir die Anregung zur 
weiteren Verfolgung dieser Tatsache gegeben und mich bei 
der Ausfiihrung der Untersuchung in liebenswiirdigster Weise 
unterstutzt. 

Die Arbeit wurde im Sommer 1903 in Miinchen bis zu 
dem sicheren Resultat fertiggestellt, dah nicht nur das genannte, 
sondern auch andere aromatische Aldehyde als Reagentien fiir die 
EiweiBk6rper und zwar ausschlieBlich fir die Indolgruppe des 
EiweiBmolekiils anzusehen sind. Herr Dr. Neubauer hat dies 
in den oben zitierten Vortriigen mitgeteilt. Aus auBeren Griinden 
unterblieb bisher die ausfiihrlichere Publikation von meiner Seite. 


1) Sitzungsbericht der Gesellschaft fiir Morphologie und Physiologie 
in Miinchen, 1903, Heft II, S. 32. 

Verhandlungen der Gesellschaft deutscher Naturforscher und Arzte 
in Kassel, 1903, 68. 
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Kinige erginzende Untersuchungen konnte ich in diesem Winter 
mit der freundlichen Erlaubnis von Herrn Professor Gottlieb 
im pharmakologischen Institut zu Heidelberg ausftihren. 

Der Ausgangspunkt meiner Arbeiten war der p-Dimethyl- 
aminobenzaldehyd. Zuerst wurde festgestellt, dab bei der Farben- 
reaktion dieser Substanz mit Eiweii es die Aldehydgruppe 
ist, die sich mit der reagierenden Gruppe im Eiweib- 
molekiil verkuppelt, und zwar dadurch, dab eine vorherige 
Vereinigung von Eiweili (meist Casein) mit Form- oder Acet- 
aldehyd bei Gegenwart von verdiinnter Schwefel- oder Salzsiure 
es unmoglich machte, an dieser so priiparierten Eiweiflosung 
eine Farbenreaktion mit dem Ehrlichschen Aldehyd, wie ich 
den langen Namen abkiirzen will, zu erzielen. Es war also 
eine «Verstopfung» der reagierenden Gruppe im Eiweibmolekiil 
eingetreten, ganz analog der Tatsache, die Ehrlich von der 
Verhinderung seiner Harnreaktion durch Formaldehyd beschreibt. 
Nachtriglich der fertigen Farbenreaktion zugefiigt, veriinderten 
Form- und Acetaldehyd diese nicht, wenn durch kriftiges Er- 
hitzen und nachfolgendes mehrstiindiges Stehen feste Verbindung 
zwischen dem Ehrlichschen Aldehyd und der reagierenden 
Gruppe im Kiweibmolekiil eingetreten war. 

Die Leichtigkeit, mit welcher Aldehyde farbige Verbin- 
dungen geben, ist bekannt; es lag daher nahe, noch andere 
Aldehyde neben dem Ehrlichschen durchzuprobieren. Hierbei 
hat sich nun herausgestellt, dab die Aldehyde der aliphatischen 
Reihe, wie Form-, Acet-, Propyl-, Butylaldehyd nicht zur Farben- 
bildung mit dem Eiwei fiihren. Auch Zitral und Furfurol geben 
nur gelbe Fiirbungen: dagegen konnte bei allen aromatischen 
Aldehyden, die daraufhin untersucht wurden, das Auftreten 
einer Farbe beobachtet werden. Gepriift wurden: Salicylaldehyd 
(rot), Zimmtaldehyd (rot), Gentisinaldehyd (blau), Amidobenz- 
aldehyd (griin),. Hadromal (rot); doch entstanden durchweg 
schmutzige, triibe Farben; erwiihnenswert in ihrer Reinheit und 
Intensitét sind nur die Farbenténe, die mit dem Ehrlichschen 
Aldehyd, mit Vanillin und Nitrobenzaldehyd erzielt) wurden. 
Und zwar gibt p-Nitrobenzaldehyd — bekanntlich von folgender 
Formel 
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(die para-Stellung ist ja chromophorer als die meta- und ortho- 
Stellung) eine sehr intensive griine Farbe von grofer Bestiindig- 
keit, doch ohne besonderes spektroskopisches Charakteristikum. 
Ortho- und Metanitrobenzaldehyd geben eine iihnliche Farbe, 
doch schmutziger und mit Beimischung von gelb bei der ortho- 


und blau bei der meta-Verbindung. Das Vanillin von der Forme! 
CHO 


ruft eine sehr schoéne, rote Farbe hervor, die bei Wasser- 
verdiinnung etwas ins Violette spielt.  p-Dimethylaminobenz- 
aldehyd endlich von der Konstitution 

CHO 

‘4 

N(CH;,), 
erzeugt eine rotviolette Farbe, die nach kurzer Zeit einen pracht- 
voll dunkelvioletten Ton annimmt; bei zu grobem Zusatz kon- 
zentrierter Schwefelsiiure wird sie schmutzig griin, um_ bei 
Wasserzusatz wieder zu erscheinen. Die Existenz der Farbe 
ist also von dem Siuregrad abhiingig. Im Spektrum ist bei 
Verwendung von Schwefel- wie von Salzsiiure regelmiabig ein 
ziemlich breiter, verwaschener Absorptionsstreifen im Orange 
zu sehen, etwa zwischen \ 615—570: ein zweiter im Grin 
zwischen \ daneben ist so undeutlich und ver- 
schwommen, dafi er nur bei guter Beleuchtung deutlich wahr- 
genommen werden kann. 

Als Loésungsmittel fiir die drei gefiirbten Verbindungen 
sind wirksam Wasser und Alkohol, unwirksam Ather, Amyl- 
alkohol, Schwefelkohlenstoff und Petroliither. 

Als Siiure wurde anfiinglich konzentrierte Salzsiiure be- 
nutzt, doch bald wegen der leichten Taéiuschung durch die ein- 


CHO 
NO, 

OCH, 

| OH 
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tretende Liebermannsche Reaktion verworfen:; zuletzt wurde 
ausschlieBlich konzentrierte Schwefelsiiure angewendet. 

Um sichere Resultate zu geben, wird die Reaktion fol- 
gendermaben angestellt: im Reagensglas werden zu der Eiweib- 
losung oder -wasseraufschwemmung 5—10 Tropfen einer 5°/oigen 
schwach schwefelsauren (10°/o) Lésung von p-Dimethylamino- 
benzaldehyd!) gefiigt; dann man vorsichtig unter hiiufigem 
Umschiitteln konzentrierte Schwefelsiiure bis zum Auftreten der 
Farbe zuflieBen. Von den beiden andern Aldehyden wird das 
Vanillin in 5°/oiger alkoholischer Losung (5—10 Tropfen), der 
p-Nitrobenzaldehyd, der weder in Siiuren noch Alkalien noch 
Alkohol léslich ist, in Substanz verwendet ; im tibrigen wird ebenso 
verfahren wie oben angegeben. Bei sehr verdiinnten Eiweib- 
losungen gibt diese Methode oft keine Resultate mehr, wihrend 
man durch Unterschichten von konzentrierter Schwefelséure, in 
der im Verhiiltnis von 1: 100 der betreffende Aldehyd gelost 
ist (frisch zu bereiten), noch einen scharfen deutlichen Farbenring 
an der Grenze der beiden Fliissigkeiten erhiilt. Beweisend ist 
nur der Farbenring selbst, nicht eine diffuse Farbung der einen 
oder der andern Fliissigkeit. Uber die Feinheit dieser Reaktion 
werden weiter unten noch einige Angaben gemacht werden. 

Farbenreaktionen von solcher Bestiéndigkeit und Reinheit 
muften durch eine bestimmte Atomgruppe Eiweibkorper 
bedingt sein, konnten nicht von zufiilligen Verunreinigungen des 
Priiparats herriihren. Die Frage lautete nun: welche Gruppe 
ist die reagierende? 

Zu den Uberlegungen wurden hauptsiichlich die Tatsachen 
herangezogen, die tiber den Ehrlichschen Aldehyd bekannt 
sind, der nicht ohne Berechtigung im Mittelpunkt des Interesses 
stand. Tatsiichlich hat auch nichts sich auffinden lassen, was 
gegen die Voraussetzung spricht, daf die drei Aldehydreaktionen 
parallel gehen; was fiir die eine Reaktion gilt, gilt auch fir 
die andere. 

Von dem p-Dimethylaminobenzaldehyd sind nun folgende, 


4,34. 


: 
| 
| 
3 
| 
q 
§ 
> 
s interessierende Tat 
') Rein k en bekannt: Ehrlich? 
, Anilinfabri 


Die Farbenreaktionen der Eiweifkérper ete. 165 


seinen Aldehyd Farbenreaktionen mit Phloroglucin, Phenyl- 
methylpyrazolon und Indol angegeben: dazu sind neuerdings 
durch Friedrich Miller!) und O. Neubauer?) die Acetyl- 
glukosamine, Hamopyrrol und Urobilinogen gekommen. 

Ks sind also fast nur Korper ringformiger Konstitution, 
und auch fiir die Acetylglukosamine hat Dr. Neubauer ange- 
nommen, daf erst durch Ubergang in einen Pyrrolring infolge 
des Kochens mit Kalilauge die Bedingung zur Farbenbildung 
geschaffen werde. Es stand demnach zu erwarten, dai unter 
den Eiweifspaltungsprodukten  ringf6rmiger Konstitution das 
mit den Aldehyden reagierende zu finden sei. Aber auch dann 
noch erschien die Wahl unter den sechs in Betracht kommenden 
Spaltungsprodukten (a- und Oxypyrrolidinkarbonsiure, Tyrosin, 
Histidin, Phenylalanin, Skatolaminoessigsiiure) schwierig, wenn 
sich nicht ein Fingerzeig in der Tatsache geboten hiitte, dal 
Glutin (Leim) keine Reaktion gab. Es wurde dafiir die beste 
kaufliche Gelatine (Marke Golddruck) benutzt, die vor einer 
Reinigung wohl die Farbenreaktionen zeigte, sich aber durch 
Spiilen mit leicht alkalischem Wasser nach der Mérnerschen 
Vorschrift #) von fremdartigen, die anfanglich auftretende Reaktion 
bedingenden Eiweifikorpern befreien lief. Von den aufgeziihiten 
Spaltungsprodukten fehlen Tyrosin und Skatolaminoessigsaure 
im Leim: somit kommen diese allein fiir unsere Frage in Be- 
tracht. Da nun aber weiterhin Tyrosin, das in rein kristalli- 
siertem Zustande leicht erreichbar war, in keiner Weise farbig 
reagierte, so mubte man an die von Hopkins und Cole‘) 
isolierte Skatolaminoessigsiiure (resp. Indolaminopropionsiiure 
nach Ellinger,®) Tryptophan nach der alten Bezeichnung) 
denken, eine Annahme, die sich aufs beste mit der Angabe 
Ehrlichs tiber das Indol und Neubauers iiber das Hamopyrro! 
und Urobilinogen, beides Pyrrolderivate, vertrug. Ich stellte 
daher aus Casein nach Hopkins’ Angaben das Tryptophan dar; 


') Zeitschrift fiir Biologie, Bd. XLII, S. 562. 
«, & 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 471. 

*) Journal of Physiology, Bd. XXVII, S. 418 f. 
5) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 325. 
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das reine kristallisierte Produkt mit dem Schmelzpunkt 254° 
(unkorrigiert) gab alle drei Aldehydreaktionen aufs 
kriiftigste. Auch spektroskopisch ergab sich vollige Uberein- 
stimmung mit den Farben am igtakten Eiweiimolekiil. Dazu muf 
ich aber bemerken, dal ich mit diesem reinen Spaltungsprodukt 
und p-Dimethylaminobenzaldehyd bei Verwendung von starker 
Salzsiiure immer das gleiche spektroskopische Bild erhielt, wie am 
Kiweibh selbst, bei Verwendung von starker Schwefelsiiure dagegen 
nur hie und da. Die Zerstorung des Indolderivates tritt danach 
am reinen Spaltungsprodukt, das aus dem Gefiige des Molekiils 
gerissen ist, leicht ein: es ist dies bemerkenswert gegentiber 
der Resistenz, die das intakte Eiweifimolekiil seiner Indoigruppe 
gegen starke Schwefelsiiure verleiht; denn bei Ausfiihrung der 
Reaktion mit Schwefelsiure am Eiweif erhalt man immer das 
gleiche spektroskopische Bild (vgl. S. 163). 

Somit wiire die erste Frage, welche Gruppe reagiert, be- 
beantwortet: es bleibt die zweite, eben so wichtige, noch offen, 
ob keine andere Gruppe am Auftreten der Farbe beteiligt ist. 

Greifen wir wieder auf die Tatsache zuriick, dafi Leim 
keine Reaktion gibt, so ist damit auch fiir Glykokoll, Alanin, 
Asparaginsiiure, Serin, Lysin, Arginin, Ammoniak, da sie im Glutin 
enthalten sind, bewiesen, dab sie an der Farbenreaktion keinen 
Anteil haben.!) Die iibrig bleibenden, im Leim nicht vorkom- 
menden Spaltungsprodukte: Cystin, Glukosamin, Aminovalerian- 
siiture konnte ich in kristallisierten Priiparaten untersuchen, die 
mir teils Herr Professor Kossel, teils Herr Dr. M. Jacoby 
freundlichst zur Verfiigung stellten: keine von ihnen gab eine 
Spur einer Farbenreaktion.  Allerdings konnte ich die Amino- 
valeriansiiure nur in unreinen Produkten untersuchen, von denen 
das eine aus Cyprinin, das andere aus Estern dargestellt war, 
die aus Hornspiinen gewonnen waren. Die Kohlehydratgruppe 
priifte ich einerseits als salzsaures Glukosamin, andererseits 


') Natiirlich begniigte ich mich nicht mit dieser Exklusion, sondern 
untersuchte alle erreichbaren reinen Spaltungsprodukte; es waren: Am- 
momak, Glykokoll, Leucin, Asparagin, Alanin und Histidin (das ich der 
Freundlichkeit Herrn Prof. Kossels verdanke); keines gab eine Spur 
einer Farbenreaktion mit den genannten Aldehyden. 
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unter den Produkten einer Trypsinverdauung. 30g Witte- 
pepton wurden einige Tage von Trypsin verdaut bis zum Er- 
scheinen einer starken bromreaktion; darauf konnte aus der 
Losung nach der Angabe Hopkins das Tryptophan mit Queck- 
silbersulfat ausgefallt und so eine vollige Trennung der Indol- 
und Kohlehydratgruppe erreicht werden: denn im Niederschlag 
fielen auch nach der Schwefelwasserstolfzerlegung die Reaktion 
nach Moliseh negativ, die Aldehydreaktionen dagegen  positiv 
aus: im Filtrat umgekehrt waren wohl kriiftigste Naphthol-, aber 
weder die Aldehydreaktionen, noch die Adamkiewiezsche 
Reaktion mit Glyoxylsiiture nachweisbar. 

Da auch nach der Caseinverdauung durch Trypsin mittels 
Quecksilbersulfat eine reine Trennung von farbig reagierender 
Substanz, eben der Skatolaminoessigsiiure, und einem sich vollig 
negativ verhaltenden Reste erreicht wurde, so scheint mir 
die Moglichkeit, dab an der Farbenbildung etwa noch 
unbekannte Spaltungsprodukte des EKiweibes beteiligt 
sein kOnnten, ausgeschlossen. 

Einen letzten Beweis sehe ich endlich in der ‘Tatsache, 
dai die Reaktion am intakten Eiweibmolekiil das gleiche spek- 
troskopische Verhalten zeigt wie mit der Indolaminopropion- 
siiure allein. 

Um eine Probe fiir die Richtigkeit dieser Schliisse zu ge- 
winnen, untersuchte ich ferner an verschiedenen reinen 
Kiweibkoérpern, ob die Glyoxylsiiure und die Aldehydreaktionen 
iberall parallel gehen. Unter diesem Gesichtspunkte habe ich 
folyende Eiweibkérper gepriift: Casein (nach Hammarsten), 
Edestin, Proto- und Heteroalbumose (nach Picks Vorsehrift!) 
dargestellt), kristallisiertes Ovalbumin,?) kristallisiertes Serum- 
albumin,*®) Glutin, Sturinsulfat®) (Protamin). Die Erwartung 
eines positiven Ausfalles der Aldehydreaktion wurde bestatigt 
bei Casein, Edestin, Protalbumose, Ovalbumin und 
Serumalbumin, eines negativen bei Glutin und dem 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 219. 

*) Ich verdanke beide Priparate der Freundlichkeit von Herrn Dr. Pick. 

5) Das Priiparat stellte mir Herr Prof. Kossel freundlichst zur 
Verfiigung. 
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Protamin. Uberrascht dagegen war ich, bei der Hetero- 
albumose positive Aldehydreaktionen zu finden, da Pick 
die Adamkiewiczsche Reaktion als negativ angegeben hatte. 
Da im iibrigen das Préaparat die Reaktionen nach Millon 
und Molisch ganz nach der Angabe Picks und auch die 
Adamkiewiczsche Reaktion mit Glyoxylsaure ausgefiihrt 
positiv zeigte, so darf man sich wohl die entgegengesetzte 
Beobachtung Picks aus der verhaltnismabig geringen Em- 
pfindlichkeit der alten Form der Adamkiewiczschen Reaktion 
mit Eisessig, wie sie zur Zeit der Pickschen Untersuchungen 
angestellt wurde, erkliren. Jedenfalls mu hiernach die_bis- 
herige Anschauung dahin berichtigt werden, dai nicht nur die 
Protoalbumose, sondern auch die Heteroalbumose eine Indol- 
gruppe im Molekiil besitzt. 

Jodeiweifbe zeigen ebenfalls keine Adamkiewieczsche 
Reaktion;!) auch die Aldehydreaktionen fallen an ihnen negativ 
aus, wie ich mich an Jodcasein, das ich nach der Blumschen An- 
gabe herstellte, vergewissern konnte. Die sich daraus ergebende 
Annahme einer Jodierung der Indolgruppe wird durch folgenden 
Versuch sehr wahrscheinlich gemacht. La6t man Jod auf eine 
wiisserige Losung von Skatolaminoessigsiiure in Gegenwart von 
Natriumkarbonat einwirken, so fallen nach Entfernung des tiber- 
schiissigen Jods durch Chloroform (Tryptophan ist in Chloro- 
form unldslich, auch war im Chloroformextrakt selbst keine 
Reaktion zu erzielen) alle Aldehydreaktionen, mit Salzsaéure an- 
gestellt, negativ aus: dabei konnte die Gegenwart eines Indol- 
derivates in der Lésung durch den Geruch von Indol bei Ein- 
dampfen mit Kalilauge sicher nachgewiesen werden; ein Zusatz 
frischer Skatolaminoessigsiiure die Farbenreaktion wieder 
auftreten. Quantitativ wurde die Jodzahl nicht bestimmt. 

Die Aldehydeiweibe?) geben ebenfalls keine Adam- 
kiewiczsche Reaktion: auch die Aldehydreaktionen fallen an Ei- 
weiblisungen negativ aus, wenn diese, wie S. 162 geschildert wurde, 
mit Form- oder Acetaldehyd behandelt werden und damit ohne 
Zweifel als Aldehydeiweifbe zu betrachten sind. Da sich nun 


') Blum, Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, 5. 159. 
7, L. Schwarz, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, 5. 460. 
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fernerhin an reiner Skatolaminoessigsiiure, wie die Aldehyd- 
reaktionen, so auch die Glyoxylsiurereaktion durch vorherigen 
Zusatz von Formaldehyd verhindern lift, so darf man wohl 
daraus den SchluB ziehen, dafi die Glyoxylsiurereaktion ebenso 
wie die bisher geschilderten Reaktionen mit aromatischen 
Aldehyden als eine Aldehydreaktion aufzufassen ist, ihnen also 
in chemischer beziehung vollkommen gleich zu setzen ist. 
Uber die Natur der farbigen Verbindungen der 
Aldehyde mit der Skatolaminoessigsaure kann ich heute nur 
Vermutungen iiuBern. Sicher erscheint jedenfalls, dal die 
Verkuppelung mit der Aldehydgruppe erfolgt und wahrscheinlich 
nicht an der Aminogruppe; denn Aminoséuren, wie Glykokoll, 
Asparaginsiure und Tyrosin, haben keine Fiihigkeit, die Al- 
dehyde der Skatolaminoessigsiiure gegeniiber zu «verstopfen> : 
denn obgleich dreimal gréfere Mengen dieser Aminosiiuren mit 
dem Ehrlichschen Aldehyd bei Gegenwart starker Schwefel 
siure zusammengebracht wurden, trat bei Zugabe von Skatol- 
aminoessigsiiure sofort die Farbenreaktion ein, ein Beweis, 
dafi der Aldehyd unter diesen Umstinden sich nicht mit der 
Aminogruppe verbindet. Mehr als einen Wahrscheinlichkeits- 
beweis darf man natiirlich darin nicht erblicken; denn es ist 
immerhin mdoglich, daf die Aminogruppe des Indolderivates 
eine grOSere Affinitét zu dem Aldehyd besitzt als die Amino- 
gruppen des Glykokolls, Asparagins und Tyrosins. Ich glaube, 
wir, wie E. Fischer,!) Freund?) und Feist?) es fiir analoge 
Verbindungen nachgewiesen haben, es mit folgender Molekiil- 


form zu tun haben: 
R 


CH 
= oder 


Ich hoffe, bald nithere Angaben dariiber machen zu kénnen. 
Gelegentlich einer Empfindlichkeitspriifung der Aldehyd- 
reaktionen fiel mir ihre aufberordentliche Schirfe auf; mittels 


') Bericht der deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. XIX, S. 2988, 
*) Ibid., Bd. XXXVI, S. 308. 
*) Ibid., Bd. XXXV, S. 1647. 
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der oben 5S. 164 angegebenen Ringprobe konnte ich feststellen, 
dafh durch das p-Dimethvlaminobenzaldehyd Casein (nach Ham- 
marsten, von Merk, Darmstadt) noch sicher in einer Konzen- 
tration von 0,015°/o nachgewiesen werden kann: die andern 
Reagentien (Vanillin, p-Nitrobenzaldehyd, Glyoxylsiure) haben 
keinen solchen Grad der Feinheit des Nachwelses erkennen 
lassen. Da reine Skatolaminoessigsiiure eben noch sicher in 
einer Konzentration von 0,003 °/o mit dem Ehrlichschen Aldehyd 
erkannt werden kann, so kénnte man auf ein Vorhandensein 
von ca. 2°/o Skatolaminoessigsiiure im Caseinmolekiil schlieben, 
eine Zahl, die mit der von Hopkins und Cole gefundenen 
(1,5°/o) gut tibereinstimmt. Leider mangelte es mir an geni- 
gender Menge reiner Skatolaminoessigsiiure, so dab ich dem 
Gedanken, mit der Aldehydreaktion quantitative Schatzungen des 
Giehaltes verschiedener Eiweibkérper an Skatolaminoessigsaure 
auszuliihren, ernstlich nicht niher treten konnte. 

Nebenbei sei noch eine gelegentliche Beobachtung tber 
die Nanthoproteinreaktion erwiihnt: eine Spur reiner Skatol- 
aminoessigsiiure ruft in Salpetersiiure eine intensiv gelbe Farbe 
hervor, die bet Zusatz von Natronlauge in Orange umschilagt; 
hiernach beruht die Nanthoproteinreatkion sicher zum Teil 
auf der Indolgruppe, wie schon Salkowski') vermutete. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XH, 8. 215. 

Nach Abschluf§ der Hauptarbeit in Miinchen kam mir eine Mit- 
teilung Reichls (Monatshefte fiir Chemie, Bd. X und XI) zu Gesicht, in 
der er Farbenreaktionen zwischen Vanillin oder Benzaldehyd und Fiweif 
mit Ferrisulfat beschrieb und sie, ohne es beweisen zu kénnen, auf 
die Indolgruppe bezog. Im Winter 1903/04 erschien von Cole im Journal 
of Physiol. (Bd. XXX, 8, 317) ein kurzer Bericht, worin er die Befunde 
Reichls bestatigt und die Farbenreaktion der betreffenden Aldehyde mit 
dem Tryptophan angibt; er beschriinkt sich darauf, die Unnotigkeit eines 
oxydierenden Agens bei dem Prozesse wahrscheinlich zu machen. 
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Uber Eisengehalt in Zuckerharnen und seine Beziehung 
zur Zuckermenge. 
Von 
Dr. S. Zuechi. 


(Aus der chemischen Abteilung der medizinischen Klinik zu Parma. Dir. L. Zoja.) 
J 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Marz 1905.) 


In dieser Zeitschrift haben neuerdings A. Neumann und 
A. Mayer?!) mitgeteilt, dai in diabetischen Harnen (vier Fille) 
das Verhiiltnis zwischen ausgeschiedener Tageseisenmenge und 
Tageszuckermenge konstant ist, und auf je 100 g Zucker ca. 
2,9 mg Eisen kommen. Dies konnte, nach Ansicht der Ver- 
fasser, mOglicherweise von Wert sein fiir die Ermittelung der 
Quelle des Harnzuckers, in dem Sinne, dai das Nucleinsiiure- 
molekiil eine Ursprungsstiatte fiir pathologische Zuckerbildung 
sel —- da Thymusnucleinsiure sehr deutlich nachweisbare 
Kisenmengen enthialt (A. Neumann) und bei der Spaltung 
erhebliche Mengen Kohlehydrate gibt (A. Neumann und 
A. Kossel). 

Sehr interessant erschien es mir, festzustellen, ob in 
anderen Fiillen von Pankreasdiabetes eine proportionale Ver- 
mehrung des Harneisens im Verhaltnis zur Zuckermenge ge- 
funden wird, und habe ich einige Untersuchungen gemacht, deren 
Resultate hier zusammengestellt sind. 


Zu meinen Eisenbestimmungen diente die Neumannsche 
Methode.?) 


') A. Neumann u. A. Mayer. Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, 
S. 143-148. 


*) A. Neumann, ibid., Bd. XXXVII, S. 114—142; Bd. XLIII, 
S. 32—37. 
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Tagesmenge Spez. Tagesmenge Tagesmenge Eisenmenge auf 
Zucker Eisen je 100 g Zucker 
H Gewicht 
arn ewich g mg mg 
3800 1042 175 5,88 3,36 
2200 104) 120 2,50 2,08 
1300 1031 29 0,50 1,75 


Betrachten wir die letzte Kolumne, so sehen wir, daBb das 
Verhiiltnis zwischen der ausgeschiedenen Tageszuckermenge und 
Tageseisenmenge nicht konstant ist. Den Anschauungen von 
Neumann und Mayer kann ich also nicht beitreten, vielmehr 
glaube ich, dai die von den genannten und mir gefundenen 
Werte nur eine Stiitze sein kOénnen fiir die von den meisten 
Forschern heute anerkannte Ansicht, dai der Diabetiker Harn- 
zucker aus dem Eiweii zu bilden vermag. 
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Einige Versuche dber Kohlenoxydhamochromogen. 
Von 
Fritz Pregl (Graz). 


Mit einer Abbildung. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie in Tibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. Marz 1905.) 


Die erste Mitteilung, aus der wir von einer Verbindung 
des Hamochromogens mit Kohlenoxydgas erfahren, riihrt noch 
von Hoppe-Seyler')her. Hoppe-Sevler hat aus gewissen Beob- 
achtungen und Versuchen den Schluf gezogen, daB in dieser 
Verbindung auf 1 Atom Eisen 1 Molekiil Kohlenoxyd kommt. 
Aber erst vor kurzem haben Hiifner und Kiister?) die Beob- 
achtungen Hoppe-Seylers nachgepriift und durch exakte Ver- 
suche mit einem grofen Absorptiometer seine Annahme_ be- 
statigt gefunden. 

Bei der Wiederholung eines ebensolchen Absorptions- 
versuches habe ich einige Erscheinungen beobachtet, die zu 
einer genaueren Untersuchung aufforderten. Uber diese soll im 
folgenden kurz berichtet werden. 

Wenn man eine mit Kohlenoxydgas gesittigte Lésung 
von Hamochromogen, das durch Einwirkung von Kaliumsulf- 
hydrat auf eine Lésung von Acethimin in !/,, n-Kalilauge oder 
auch durch Zusatz von ein wenig Hydrazinhydrat zu einer 
solchen erhalten worden ist, anhaltend mit atmosphirischer 
Luft schiittelt, so wird die Lésung alsbald miffarbig und 
ihr Spektrum gleicht dann demjenigen einer alkoholischen 
Hamatinlédsung. Figt man ferner zu einer Loésung von 
Kohlenoxydhamochromogen — gleichgiiltig ob zur Bereitung 
des Hamochromogens Kaliumsulfhydrat oder Hydrazinhydrat 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XIII, S. 477, 1889. 
*) Archiv f. Anat. u. Physiol., Physiol. Abt., 1904, S. 387. 
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verwendet worden war —, ein 

gleiches Volumen konzentrierter 
A Kochsalzlosung, so beobachtet man 
das Auftreten eines roten Nieder- 
schlages. bei meinem ersten Ver- 
suche, diesen abzufiltrieren, iinderte 
auch er an der Luft sofort seine 
Farbe, — wie es schien, gleichfalls 
unter Riickbildung von alkalischem 
Hiimatin. 

Die Riickbildung von Hiimatin 
aus der Verbindung des Hiimo- 
chromogens mit Kohlenoxyd hat 
auch Hoppe-Seyler schon beob- 
achtet: er hat ihrer aber nur 
fliichtig Erwéhnung getan, ohne sie 
besonders hervorzuheben. 

Die Erscheinung verdient aber 
gerade unsere besondere Beachtung: 
denn sie zeigt, dab sich das Hiimo- 
chromogen den Gasen Kohlenoxyd 
und Sauerstoff gegentiber durchaus 
nicht gleich dem komplizierteren Hii- 
moglobin verhiilt, insofern es nicht 
wie jenes das Kohlenoxyd fester 
bindet als den Sauerstoff, sondern 
umgekehrt diesen fester als das 
Kohlenoxyd. 

Da es von vornherein nicht als 
ganz unmoglich erschien, des Kohlen- 
oxydhamochromogens bei volligem 
Abschlusse der Luft schlieBlich doch 
in trocknem Zustande habhaft zu 
werden, und man vermuten durfte, 
dafs es dann nicht mehr die grofe 


besitzen wiirde wie in wiasseriger 


Empfindlichkeit gegen Sauerstoff 
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Losung, lie} ich von der bewihrten Firma Gustav Eger in 

Graz nach meinen Angaben den links abgebildeten und be- 

schriebenen gliisernen Apparat anfertigen, mit Hilfe dessen 
! mir die Losung der gesteliten Aufgabe in der Tat gelungen ist. 
. Der Apparat besteht aus 3 Teilen. In dem oberen, der 
mit Schliff a an den mittleren luftdicht angefiigt ist, geschieht 
zunichst die Bereitung und dann die Ausfiillung des Kohlen- 
oxydhamochromogens; in dem mittleren, von Schliff a_ bis 
Schliff ¢ reichend, wird der erzeugte Niederschlag abfiltriert, 
gewaschen und getrocknet, und der untere, von Sehliff¢ ab- 
wiirts befindliche, d. i. die Kugel E mit etwa 250 ecm Raum- 
inhalt, dient zur Aufsammlung der Filtrate. 

Da die Konstruktion des Apparates aus der Zeichnung 
ohne weiteres ersichtlich ist, so geniigt es, hier zu bemerken, 
dafi die Kugeln Bb und C einen Fassungsraum von je’ etwa 
150 ccm haben; dab ferner die mit 1, 2, 3, 4 und 5 be- 
zeichneten Hahne einfache weite Bohrungen besitzen, und 
dah endlich von den mit a, B und + bezeichneten Dreiweg- 
hihnen der Hahn a@ um der geringeren Zerbrechlichkeit willen 
mittels eines Schlauchstiicks mit dem Rohrfortsatz von 1 ver- 
bunden ist. 

Der Apparat wird in einem gewohnlichen Eisenstative so 
befestigt, dai E in einen kleinen Eisenring gestellt und D von 
einer Klammer lose gefaBt wird, wodurch der von oben her eben- 
falls durch einen Eisenring hindurch in den Schliff a gesteckte 
Kugelapparat (A, B und C) hinreichend sicheren Halt gewinnt. 

Obwohl die Hiihne und Schliffe schon mit Wasser allein 
befeuchtet hinreichend dicht schlossen, wurden sie doch der 
leichteren Beweglichkeit halber sorgfiiltig eingefettet. 

Zwecks Isolierung des Kohlenoxydhiimochromogens in 
trockenem Zustande list man zunichst etwa 0,5 g nach der 
Vorschrift von Schalfejeff!) dargestelltes und nach Kiister?) 
mit Chinin umkristallisiertes Acethiimin unter beifiigung von 
ein wenig Ammoniakfliissigkeit in ungefiihr 50 ccm destillierten 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 390, 1900. 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XVIII, Referat 232, 1885. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, 5. 391, 1900. 
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Wassers, filtriert und gieBt, wahrend Hahn 4 geschlossen ist, 
die braune Lésung in den Einfiilltrichter A. Beim Offnen der 
Hiihne a, 1, 2 und 3 flieSt die Hamatinlésung bis in die Kugel C. 

Darauf lift man mit dem Wasch- und Spilwasser zugleich 
1/2 einer 50°/oigen Losung von Hydrazinhydrat nachflieBen 
und schiittelt das Ganze etwas um. Dabei nimmt die Loésung 
alsbald einen schén rosenroten Farbenton an und schiumt 
lebhaft auf infolge von Stickgasentwickelung. Nun schlieSt man 
Hahn 2, pumpt von a aus alle Luft aus den Kugeln B und C 
heraus und liaSt dafiir aus einem glasernen Gasometer durch 
einen an a angesetzten Schlauch, nach entsprechender Um- 
stellung dieses Hahnes, Kohlenoxydgas eintreten, um die Lésung 
nunmehr mit diesem durchzuschiitteln, wobei sich die Losung 
noch intensiver rot farbt. Dieses Auspumpen der Gase, Ein- 
lassen von frischem Kohlenoxyd und Schiitteln desselben mit 
der Lésung wird noch mehrmals wiederholt. 

Das verwendete Kohlenoxydgas war in meinen Versuchen 
aus Oxalsiiure und konzentrierter Schwefelsaéure bereitet und 
iiber Kalilauge abgesperrt. 

Die Ausfillung des nun gebildeten Kohlenoxydhiimo- 
chromogens aus seiner LOsung nimmt man mit dem gleichen 
Volumen einer zuvor gasfrei gepumpten, nachher mit Kohlenoxyd 
gesiittigten, konzentrierten Chlornatriumlésung vor. Zu diesem 
Zwecke schliebt man die Hahne 1 und 3, die konzentrierte 
Salzlisung von A nach B flieben, wobei unter Glucksen eine ent- 
sprechende Menge Kohlenoxydgas bei 2 entweicht, und schlieBt 2. 
Nach kriftigem Umschiitteln pumpt man B nochmals aus und 
fiillt die Kugel sogleich wieder mit Kohlenoxydgas an. Nun erst 
Offmet man 3 und fallt unter Umschiitteln das Kohlenoxydhaimo- 
chromogen mit der so vorbereiteten SalzlOsung aus. Die Fallung 
besteht aus roten Flocken mit schwach ins Violette spielendem 
Stich, die sich bei ruhigem Stehen bald aus der farblosen 
Fliissigkeit zu Boden senken. 

Zuvor schon ist ftir die Isolierung dieses Niederschlages 
das FiltrierrOhrchen D in der Weise vorbereitet worden, dab 
man in dasselbe nach Abnahme der Verschluikappe bei Schliff b 
eine Porzellansiebplatte, wie solche bei Goochschen Tiegeln 
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Verwendung finden, und auf diese zwei feuchte Filtrierpapier- 
scheiben gebracht und mit der Pumpe von 5 aus festgesaugt 
hat. Uber den Filtern hat man ferner eine Asbestsuspension, 
wie sie ebenfalls zur Beschickung Goochscher Tiegel benutzt 
wird, in etwa 2 mm hoher Schicht abgesaugt und diese mit 
einer zweiten Porzellansiebplatte bedeckt, um dem etwaigen 
spiiteren Hiangenbleiben von Asbestfasern am Niederschlage 
vorzubeugen. Nun verschlieSt man das Filtrierrbhrchen mit 
seiner Kappe, setzt bei a den Kugelapparat auf und evakuiert 
die unter 4 befindlichen Riitume von 5 aus. Durch Ansetzen 
des Gasometerschlauches an 8 und durch entsprechende Stellung 
dieses Hahnes fiillt man diese Riiume mit Kohlenoxydgas an, 
wiederholt diese Prozeduren nochmals, schliebt endlich den Hahn 5 
und bringt B in seine urspriingliche Stellung zuriick. 

Offnet man jetzt Hahn 4, so werden zuniichst nur wenige 
Teilchen von dem abgesetzten Niederschlage auf die Filter- 
schichte gelangen kénnen. Man verdiinnt daher von 5 aus das 
Gas in E vorsichtig, um eine fiir die Filtration eben hin- 
reichende Druckdifferenz herbeizufiihren: denn bei zu hoher 
Druckdifferenz geht die Filtration noch langsamer von statten. 
Hat man im Verlaufe von 1 oder 2 Tagen den gesamten Nieder- 
schlag aufs Filter gebracht, so labt man die tibrige klare Fliis- 
sigkeit aus C durch 6 abtropfen, wiihrend von @ aus ein Strom 
von Kohlenoxydgas aus dem Gasometer in die Kugel nachdringt. 

Den erhaltenen Niederschlag wiischt man nun mit einer 
halbkonzentrierten Chlornatriumlésung, die zuvor mit wenigen 
Tropfen Hydrazinhydrat versetzt, in der friiher beschriebenen 
Weise entgast, hernach wiederum mit Kohlenoxydgas gesiittigt 
worden ist. Nach dem AbflieBen dieser wischt man die Kugeln 
A, Bund C zur Entfernung der Salzlésung erst mit destilliertem 
Wasser, zur Entfernung des letzteren mit Alkohol und zuletzt mit 
absolutem Ather aus, welche Fliissigkeiten man von A aus durch 
Hahn 2 eintreten und bei 8 wieder austreten lai8t. Dann erst 
wascht man auch den Niederschlag mit erst gasfrei gepumptem 
und darauf mit Kohlenoxydgas gesiittigtem absoluten Alkokol aus, 
welch’ letzterem es vor allem obliegt, den noch feuchten Nieder- 
schlag zu entwiissern. In absolutem Alkohol ist namlich das Kohlen- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. XLIV. 12 
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oxydhimochromogen vollstaéndig unloslich, wahrend es in wasser- 
haltigem spurenweise loslich ist: daher auch die ersten Por- 
tionen des Waschalkohols sechwach rot gefarbt abflieBen, wahrend 
die spiiteren vollkommen farblos bleiben. 

Bei dieser Entwiisserung des von Chlornatriumlésung durchfeuchteten 
Niederschlages ist freilich ein gleichzeitiges Ausfallen von Kochsalz un- 
vermeidlich. Daher muften bei den spater mitzuteilenden Analysen die ge- 
fundenen Werte zu dem Eisengehalte desselben Priaparates in Beziehung 
gebracht werden. 

Der Alkohol wird hierauf mit absolutem Ather verdriingt. 
Wenn endlich dieser abgelaufen ist, wird der Binnenraum von 
1) durch entsprechende Stellung der Hahne B und + geschlossen, 
das FiltrierrOhrchen samt Niederschlag aus der Verbindung mit 
den iibrigen Teilen bei a nnd c herausgenommen, und die von 
Ather feuchte Substanz durch einen von a aus dariiber ge- 
leiteten Wasserstoffstrom trocken geblasen. 

Der in einem Kippschen Apparate erzeugte Wasserstoff muh 
natiirlich erst selber vorher mit saurer Permanganatlosung ge- 
waschen, dann mit konzentrierter Schwefelsiiure getrocknet, 
hierauf zur Entfernung der letzten Spuren von Sauerstoff tiber 
eine gliihende Kupferspirale und zuletzt. nochmals durch kon- 
zentrierte Schwefelsiiure geleitet werden, bevor er durch 8 
zuniichst ins Freie ausstrOmen darf. Nach einigen Minuten erst 
wird 8 so gedreht, dafi der Gasstrom in das Innere von D ein- 
treten kann. Nun wird auch + gedffnet, und mit einem durch 
dessen gerade bohrung eingefiihrten Draht die Filterplatte samt 
Niederschlag schief gestellt, damit der Durchgang des Wasser- 
stoffs unbehindert sei. Nach ein- bis mehrstiindigem Driiberleiten 
des Gases ist der Niederschlag trocken, und kann nun von der 
Filterplatte entfernt, zerrieben und in den Exsikkator tber 
Schwetelsiiure gebracht werden. 

Daselbst vollig getrocknet und nochmals zerrieben, stellt 
die Substanz ein dunkelblauviolettes, ihrem Aussehen nach an 
Kaliumpermanganat erinnerndes Pulver dar, das sich, soweit 
bis jetzt meine Erfahrungen reichen, an trockner Luft nicht 
mehr verandert. In vorher ausgekochtem und bei méglichstem 
AbschluB von Luft wieder abgekiihltem Wasser lést sie sich 
leicht mit blutroter Farbe. 
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Das Spektrum dieser Lésung zeigt 2 Absorptionsstreifen 
zwischen D und EF, ahnlich denen, die dem Spektrum des Kohlen- 
oxydhamoglobins eigentiimlich sind. Mit Luft geschiittelt, wird 
die Losung rasch mifbfarbig, dann braun; die Absorptionsstreifen 
ihres Spektrums werden schwicher, verschwinden zuletzt ganz 
und es tritt nun bleibend das Spektrum des Alkalihiimatins 
auf mit seinem breiten Absorptionsstreifen zwischen C und D. 

Fiigt man der so verinderten Losung einen Tropfen Hydrazin- 
hydrats (£0°/oige wasserige Losung) hinzu, so nimmt sie rasch 
wieder eine rosenrote Fiarbung an, zeigt wieder das typische 
Spektrum des Hamochromogens, und nach dem Schiitteln der 
rosenroten Losung mit Kohlenoxyd kehrt auch das Spektrum 
der Kohlenoxydverbindung wieder. 

Dieser Versuch beweist, dai die Losung der vorher iso- 
lierten Kohlenoxydverbindung noch ebenso empfindlich gegen 
den atmosphirischen Sauerstoff ist, wie die Losung des Kérpers 
vor seiner Isolierung in fester Form, und lift darauf schlieBen, 
daf} darin auch das unveriinderte Skelett der 34 Kohlenstofl- 
atome des Hamatins enthalten ist. 

Nun zeigte sich aber eine Analogie zwischen unserem 
Korper und der Kohlenoxydverbindung des Himoglobins insofern, 
als die Losung des Kohlenoxydhamochromogens ebenso wie die 
des Kohlenoxydhaimoglobins durch Ferricyankalium unter Kohlen- 
oxydentwickelung zersetzt wird. 

Diese Beobachtung bot den Anlafi zur Anstellung des 
folgenden quantitativen Versuchs. 

0,1555 g¢ der iiber Schwefelsiiture getrockneten Kohlen- 
oxydverbindung wurden in ein Rohrchen eingewogen und dieses 
mit trocknem Ferricyankalium vollgefiillt. Das so beschickte 
Rohrehen ich in ein mit Quecksilber gefiilltes,; am einen 
Ende mit einem guten Glashahne verschlossenes Absorptions- 
rohr aufsteigen, spritzte sodann einige Kubikzentimeter Wasser 
hintendrein und beobachtete sogleich eine in dem Mabe, wie 
die Lésung der festen Substanzen vor sich ging, lebhafter werdende 
Gasentwickelung. 

Nach 24 Stunden wurde etwas Kalilauge und atmo- 
spharische Luft hinzugefiigt und hierauf das gesamte Gas mog- 
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lichst vollstaéndig in ein Explosionsendiometer iibergedringt. 
Der geringe Gasrest im Absorptionsrohre, sowie der in der 
Losung etwa zuriickgehaltene Anteil an Kohlenoxyd konnte 
durch mehrmaliges Hinzufiigen frischer Luft und Schiitteln der 
Losung mit derselben vollends ausgetrieben und in das gleiche 
Endiometer tibergespiilt werden, worin dann nach Bunsens 
Methode die Analyse des Gases ausgefiihrt ward. 

Ks ergab sich nach der Verpuffung mit Knallgas und nach 
der Absorption mit 7°/oiger Natronlauge eine Gesamtkontraktion 
von 7,25 cem, berechnet auf 0° und 760 mm Druck. Da nun 
2/3 des verschwundenen Gasvolumens auf Rechnung des Kohlen- 
oxyds entfallen, so betrug die vorhandene Kohlenoxydmenge 


7,20 —= 4,83 ccm, entsprehend 0,006045 g. 


Da nun ferner bei einer Eisenbestimmung in 0,1230 g 
desselben Priiparates 0,0151 Fe,O,, entsprechend 0,00917 
metallischen Eisens, gefunden wurden, enthielten 0.1555 
Substanz 0,0116 ¢ Eisen. 

Somit kamen auf 0,0116 Eisen 0,006045 Kohlenoxyd, 
d. h. auf 1 Atom Eisen 1,04 Molekiile Kohlenoxyd, 
gemib der Gleichung: 

0.0116 0006045 = 56: x, wonach 

— 29,1 (statt 28). 

Es ist dies nicht nur eine abermalige glinzende Bestati- 
gungdesam Anfange dieser Mitteilung erwiihnten st6chiometrischen 
Satzes, sondern zugleich ein stichhaltiger Beweis dafiir, dab 
der von mir isolierte und in trocknem Zustande dargestellte 
Korper wirklich die unzersetzte Kohlenxoydverbindung des 
Himochromogens ist. 

Kine weitere bemerkenswerte Beobachtung  betrifft den 
Stickstoff meiner festen Verbindung. 

Bekanntlich hatte von Zeynek!) bei seinen Versuchen, 
das Hiimochromogen selbst in trocknem Zustande zu gewinnen, 
gefunden, dai das von ihm dargestellte Praiparat auf je 1 Atom 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 492. 
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Eisen nicht 4, sondern 5 Atome Stickstoff enthielt. v. Zeynek 
hatte, ebenso wie ich, als LOsungsmittel fiir das Hiimatin, das 
mit Hydrazinhydrat reduziert werden sollte, ein sehr verdiinntes 
wiisseriges Ammoniak angewandt — nur in einem Falle hatte 
er sich einer alkoholischen Ammoniaklésung bedient —, soda 
von vornherein eine salzartige Verbindung zwischen beiden an- 
genommen werden durfte. Die Uberfiihrung des Hiimatins in 
Hiaimochromogen schien an dieser Verbindung nichts geindert 
zu haben. 

Ich habe an der Kohlenoxydverbindung des Hiimochro- 
mogens die gleiche beobachtung gemacht. Auch in dieser sind 
neben 1 Eisenatom 5 Stickstoffatome vorhanden, wie 
folgende von mir ausgefiihrte Eisen- und Stickstoffbestimmungen 
bewelsen. 

1. 01469 ¢ der getrockneten Substanz lieferten bei der Stickstoff- 

bestimmung nach Dumas 13,2 ccm Stickgas bei T = 12° und 
Bar. = 741,5 mm. 
Dieses Volumen entspricht 0,01521 g Stickstoff. 
2. 0.1146 g desselben Priiparates hinterliefhen 0,0132 g Fe,O,, ent- 
sprechend 0,00924 g Fe. 
0,1469 g der Substanz enthielten demnach 0,01185 g Fe. 
Aus der Proportion 


0,01185 : 0,01521 = 56: x 


ergibt sich x = 71,88 


= 5,13 Atome Stickstoff. 


2 2 


Von 


Art losliches Fibrin. 


*) L’Arhiva veterinara, Nr. 4, Sept. 1904: Sur le pouvoir anti- 
coagulant du fluorure de sodium. Auch in: Arch. internat. de Physiol., 


vol. Il, p. 12. 


Zur Fibringlobulinfrage. 


W. Huiskamp. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. Marz 1905.) 


Nachdem von Hammarsten das Vorkommen eines bei 
etwa 64° koagulierenden, spiiter Fibringlobulin genannten Ei- 
weibkorpers in bis 55° erhitzten oder durch Fermentwirkung 
geronnenen FibrinogenlOsungen dargetan war, ergaben sich an- 
liiBlich der Entstehung dieses K6érpers verschiedene Moglich- 
keiten. Erstens kénnte die urspriingliche Fibrinogenlésung das 
Fibringlobulin schon als Beimischung enthalten haben; zweitens 
war es moglich, dafi bei der Hitze- oder Fermentgerinnung 
das Fibrinogenmolekel gespalten wurde, derart, dali eine unlos- 
liche Substanz, das Fibrin, neben einer léslichen, dem Fibrin- 
globulin, entstand, drittens kénnte das Fibringlobulin ein modi- 
liziertes, in Losung gebliebenes Fibrinogen sein, vielleicht eine 


Gegen die erste dieser Méglichkeiten hat Hammarsten’) 
wichtige Griinde beigebracht und es neigt dieser Forscher in 
seinen spiateren Arbeiten entschieden zu der Annahme, dab das 
Fibringlobulin ein modifiziertes losliches Fibrin sei. 

Die Veranlassung zu den hier mitzuteilenden Versuchen 
iiber diese Frage ergab eine Arbeit Calugareanus,?) worin 
der Autor u. a. darlegt, dafB das Fluornatrium in starker Kon- 
zentration einen miichtig fordernden Einflu8 auf die Wirkung 
2 ; geringer Mengen von Fibrinferment hat. Calugareanu bereitete 
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') Pfliigers Archiv, Bd. XXII, S. 431. 
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sich Pferdeoxalatplasma, welches eine geringe Menge von Fibrin- 
ferment enthielt, jedoch so wenig, dab das Plasma liangere Zeit 
fliissig blieb. Fiihrte man in dieses Plasma Fluornatrium bis 
zu einem Gehalt von etwa 3°/o ein, sei es durch Zusatz einer 
konzentrierten Losung von NaF, sei es durch Zusatz von Fluor- 
natrium in Substanz, so entstand eine fast momentane Gerinnung. 
Dab der gebildete Niederschlag wirklich Fibrin sei, leitet Calu- 
gareanu daraus ab, dab derselbe sich wie Fibrin in verdiinnter 
Salzl6sung nicht lést. Andererseits fand Calugareanu, dab 
Pferdeoxalatplasma, welches vollkommen frei von Ferment war, 
wie es unter Inachtnahme verschiedener Kautelen erhalten 
werden konnte, auch durch Zusatz mehrerer Volumina 3°/o iger 
Fluornatriumlésung nicht gerann. Falls also kein Ferment vor- 
handen ist, ibt das Fluornatrium keine Wirkung aus, woraus 
nach Calugareanu hervorgeht, dafi das Fluornatrium auf 
das Fibrinferment, nicht aber auf das Fibrinogen seine Wirkung 
ausubt. 

Bei der Nachpriifung dieser Versuche Calugareanus kam 
ich zu teilweise abweichenden Ergebnissen. 

Es zeigte sich namlich, dab auch solche fibrinogenhaltige 
Losungen, welche vollkommen frei von Ferment waren, mit 
Fluornatrium in starkerer Konzentration ganz ebenso einen 
Niederschlag bildeten, als wenn die LOsungen ein wenig Ferment 
enthielten; die Niederschlage zeigen, falls man pferdefibrinogen- 
haltige Losungen benutzt, eine gallertige Beschaffenheit, welche 
mehr oder weniger an eine typische Gerinnung erinnert; wiihlt 
man aber Rinderfibrinogen oder Rinderblutplasma, so ist der 
Niederschlag flockig und besitzt also wenigstens iiuBerlich keine 
Ahnlichkeit mit der gewohnlichen Fibrinbildung bei der Ferment- 
gerinnung. 

Zweitens zeigte sich, dali der durch Nak! gebildete Nieder- 
schlag bei geeignetem Verfahren doch sehr leicht gelost werden 
konnte und daf diese LOsungen, mit Fibrinferment versetzt, 
in ganz typischer Weise gerannen. Letzteres lit die Ahnlich- 
keit dieser LOsungen mit gewOhnlichen FibrinogenlOsungen sehr 
erscheinen. 

Ich werde hier einige Versuche ausfiihrlicher beschreiben. 
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Es wurden einem Kaninchen 65 ccm Blutegelextrakt in die 
Jugularvene eingespritzt, sodann das Blut aus der Carotis in 
einem paraffinierten Zentrifugenrdhrchen aufgefangen und die 
Blutkorperchen abzentrifugiert. Auf diese Weise bereitetes Plasma 
enthilt, wie Pekelharing zeigte,!) kein Ferment; das hier in 
Rede stehende Plasma blieb tagelang, solange als die Beob- 
achtung uberhaupt fortgesetzt wurde, fliissig ; es entstand dennoch 
beim Zusatz des dreifachen Volumens gesiittigter Fluornatrium- 
lOsung langsam ein flockiger Niederschlag: eine aus dem Plasma 
bereitete FibrinogenlOsung konnte ebenfalls durch Zusatz von 
gesittigter Fluornatriumlésung gefallt werden: Siattigung mit 
Nak! in Substanz rief unmittelbar einen Niederschlag hervor. 

Andere Versuche wurden mit Pferdefibrinogen ausgefiihrt. 
Die benutzten Fibrinogenlosungen, welche durch dreimalige 
Fiitllung mit Kochsalz aus Oxalatplasma hergestellt waren, zeigten 
auch nach lingerem Aufbewahren keine Spur einer Gerinnung: 
durch Zusatz von CaCl, wurde weder bei 37° noch bei Zimmer- 
temperatur Gerinnung verursacht. In einer derartigen Losung 
entsteht nach Zusatz des doppelten Volumens gesiittigter Fluor- 
natriumlosung sofort ein grober Niederschlag:?) dieser gallertige 
Niedersehlag lie sich bequem um einen Glasstab winden und 
so zur weiteren Untersuchung aus der Fliissigkeit herausnehmen; 
der mit Wasser abgespiilte Niederschlag zeigte folgende Loslich- 
keitsverhiiltnisse. In 3—5°/oiger Kochsalzlésung war derselbe 
bei Zimmertemperatur wenigstens in kurzer Zeit nicht merkbar 
loslich: leichter gelang auf diese Weise die LoOsung bei Korper- 
temperatur oder besser noch bei 40—45°. Beim Abkiihlen kehrt 
der Niederschlag nicht zurtick. Am raschesten erreicht man 
aber eine vollstiindige L6sung, wenn man dieselbe in !/20 °/oiges 
Ammoniak vornimmt : durch Zerschlagen des Niederschlags lassen 
sich auf diese Weise leicht konzentriertere LOsungen herstellen; 
eine derartige Lésung kann nach Zusatz von Kochsalz bis zu 
einem Gehalt von etwa 3—5°/o neutralisiert werden, ohne dab 
eine neue Fiillung entsteht; nur wenn die Konzentration der 
Losung sehr grof war, beobachtete ich bisweilen nach einiger 

‘) Untersuchungen iiber das Fibrinferment, Amsterdam 1892. 

Das Gemisch enthalt dann nur wenig mehr als 3°/o NaF. 
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Zeit eine teilweise Fiillung, welche sich jedoch bei 37° wieder 
liste. Auf dieselbe Weise kann eine solehe Losung nochmals 
mit dem doppelten Volumen gesiittigter Fluornatriumlésung gefiillt 
und in !/20°/oigem Ammoniak gelOst werden. Solche, durch ein- 
oder zweimalige Fallung mit Nak! hergestellte, neutrale, 3—5°/o 
kochsalzhaltige LOsungen verhielten sich ginzlich wie Fibrinogen- 
lOsungen; durch ein gleiches Volumen gesittigter Kochsalzlésung 
wurden dieselben ausgesalzen: Essigsiiure verursachte einen im 
Uberschuf lislichen Niederschlag; die Koagulationstemperatur 
lag bei 54°: die Losungen gerannen mit Fibrinferment rasch 
und in typischer Weise, woftr ich folgende Versuche als Bei- 
spiele anfiihre. 

cem einer 0,342 °/oigen Losung 1 ccm einer Loésung 
von Schmidts Ferment; Beginn der Gerinnung (bei 37°) nach 
einer halben Stunde. Weiterhin vollkommene Gerinnung. 

5 ccm derselben Losung -+- 5 Tropfen Rinderblutserum; 
Beginn der Gerinnung (bei 37°) nach zehn Minuten; nach einer 
Stunde feste Gerinnung. 

Ein Rohrchen mit 5 cem derselben Losung zur Kontrolle 
ohne Ferment bei 37° gestellt blieb vollkommen fliissig. 

Die Versuche mit fermentfreiem Fibrinogen wurden mit 
Pierdeoxalatplasma, welches nicht vollkommen fermentfrei war 
(wie das teilweise Gerinnen des aufgefangenen Blutes erwies), 
wiederholt. Das Ergebnis war im allgemeinen dasselbe; nur 
kam die Lésung des mit Nakl erhaltenen Niederschlags in 
3—5° oiger Kochsalzloésung bei 47° oder in !/20°/oigem Ammoniak 
etwas schwieriger zustande als beim fermentfreien Fibrinogen. 
Die erhaltenen Lésungen zeigten die EKigenschaften des Fibri- 
nogens, namentlich auch die Fihigkeit der Gerinnung mit 
Fibrinferment. 

An Stelle von Pferdefibrinogen wurden weiterhin Versuche 
mit fermentfreiem, nach Hammarsten dargestelltem Rinder- 
fibrinogen angestellt. Es zeigte sich, daf fiir die Fallung dieses 
Fibrinogens etwas mehr FluornatriumlOsung notig war als fiir 
Pferdefibrinogen; der durch NaF] verursachte flockige Nieder- 
schlag liste sich bei 37° leichter in verdiinnter Kochsalzlosung 
als mit gefilltes Pferdefibrinogen, dagegen weniger leicht 
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in }20°/oigem Ammoniak. Schon bei Zimmertemperatur lésten 
sich bedeutende Mengen in 3—5°/oigem NaCl. Die Koagulations- 
temperatur der neutralen etwa 3°/o kochsalzhaltigen Losung 
lag bel 53—54°: Zusatz von Essigsaéure verursachte einen im 
UberschuB lislichen Niederschlag; mittels gesittigter Kochsalz- 
losung konnte das Fibrinogen ausgesalzen werden. Was die 
Gerinnung mit Fibrinferment anbelangt, fiihre ich folgenden 
Versuch an. 

5 com der Lisung in 3°/oigem NaCl + 5 Tropfen Rinderblut- 
serum. Vollstiindige Gerinnung nach zwei Stunden. 

Wenn es nach dem Vorhergehenden auch den Anschein 
hatte, dab bei der Fiillung des Fibrinogens mit Nak] das Fi- 
brinogen ganz oder doch nahezu unverindert bleibt, so stellte 
sich dennoch bei der weiteren Untersuchung ein bemerkens- 
werter Unterschied gegen die mittels Kochsalz bereiteten Fi- 
brinogenlésungen heraus. Erwiirmt man niamlich die Losung 
des mit NaFl gefiillten Fibrinogens einige Zeit auf 55—58 °, so 
findet man, nachdem das Koagulum abfiltriert ist, im Filtrate eine 
auffallend geringe Menge Fibringlobulin; falls das Fibrinogen zwei- 
mal mit NaF! gefallt worden ist, erhalt man darauf eine Losung, 
woraus sich kein Fibringlobulin oder nur geringe Spuren dieses 
K6rpers darstellen lassen, wie aus folgenden Versuchen hervorgeht. 

I. Kine durch dreimalige Fillung mit Kochsalz dargestellte 
Pferdefibrinogenlésung wurde zum Teil mit doppelten 
Volumen gesiittigter Fluornatriumlésung gefallt, der Niederschlag 
mit Wasser abgespiilt, in !/20°/oigem Ammoniak gelOst und die 
Losung nach Zusatz von Kochsalz neutralisiert; diese Losung 
wurde nochmals auf dieselbe Weise mit NaF gefillt und 
lost: 8 ccm der vollkommen neutralen Lésung, welche 0,445 °/o 
Fibrinogen und 3,973°/o Salz enthielt, wurden 5 Minuten auf 
erhitzt, sodann filtriert, das klare Filtrat wurde bis 
auf 72° erhitzt;.es entstand eine geringe Opaleszenz ; die Fliissig- 
keit wurde darauf schwach angeséuert und gekocht, wodurch 
die Opaleszenz nicht merkbar stiirker wurde. Zum Vergleich 
wurde aus 8 cem des nicht mit NaFl gefiillten Anteils der 
Fibrinogenlésung auf dieselbe Weise das Fibringlobulin bereitet ; 
diese Losung enthielt 0,565°/o Fibrinogen und 3,255°/o Salz; 
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nachdem das bei 55—58° entstandene Koagulum  abliltriert 
war, enstand beim weiteren Erhitzen auf 65—70° ein reich- 
licher flockiger Niederschlag, also weitaus mehr, als aus der mit 
behandelten Lésung erhalten wurde. Aus dem _ relativ 
geringen Konzentrationsunterschied der beiden LoOsungen konnte 
dieses verschiedene Verhalten gar nicht erkliirt werden. 

In einem andern Versuche waren die Resultate folgende: 

Il. Die Lésung des nicht mit gefillten Fibrinogens 
enthielt 0,634 °/o Fibrinogen, diejenige des zweimal mit Nak l 
gefallten 0,452 °/o. Nachdem aus beiden Losungen das Fibrinogen 
durch Erhitzen auf 55—58 ° und Abfiltrieren des Koagulums ent- 
fernt war, wurden je 5 ccm der Filtrate mit 1'/2 ccm gesiittigter 
Pikrinséiurelésung versetzt. Im Falle des mit Nak] behandelten 
Fibrinogens entstand eine Opaleszenz, welche nach einiger Zeit 
in einen sehr spirlichen Niederschlag iibergegangen war: im 
Rohrchen des nicht mit NaF] behandelten Fibrinogens entstand 
dagegen sofort ein grofer Niederschlag, wodurch das ROhrchen 
ganz undurchsichtig wurde. 

Ill. Eine Rinderfibrinogenl6sung wurde mit dem vierfachen 
Volumen gesiittigter Fluornatriumlésung gefallt, sodann der Nieder- 
schlag abzentrifugiert, mit Wasser ausgewaschen und in 4°) oigem 
Kochsalz gelist. Die Losung enthielt 0,232 °/o Fibrinogen: nach- 
dem dieses durch Erhitzen auf 55—58° und Abfiltrieren des 
Koagulums entfernt war, blieb das Filtrat’ beim Kochen voll- 
kommen klar, lieferte also kein Fibringlobulin, obwohl die ur- 
springliche Fibrinogenlésung nur einmal mit gefiillt’ war; 
allerdings war die Lésung, mit welcher der Versuch ausgefiihrt 
wurde, eine ziemlich verdiinnte. 

Aus den obenstehenden Versuchen geht hervor, dal mittels 
Fluornatrium Fibrinogenlésungen erhalten werden konnen, welche 
bei der Erhitzung kein Fibringlobulin oder nur Spuren davon 
liefern. Diese Tatsache spricht sehr dafiir, daB das Fibrin- 
globulin schon in der urspriinglichen FibrinogenlOsung vorhanden 
war!) und nicht etwa durch Umwandlung bei der Erhitzung 
aus Fibrinogen entsteht, denn im letzteren Falle wire es kaum 


‘) Ob am Fibrinogen gebunden oder als einfache Beimischung, 
lasse ich zunichst unentschieden. 
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begreiflich, warum das durch Fillung mit NaFl dargestellte 
Fibrinogen bei der Erhitzung nicht auch in demselben Mafe 
in Fibringlobulin umgewandelt werden sollte. Wenn dagegen 
das Fibringlobulin schon in der urspriinglichen Fibrinogenlésung 
vorhanden war, lassen sich die Befunde so deuten, dab bei der 
Fiillung mit NaFl das Fibringlobulin wenigstens grOSten 
Teil in das Filtrat ibergeht, wiihrend das eigentliche Fibrinogen 
ausfillt. Die Méglichkeit, dai das Fibringlobulin nicht  mit- 
gefiillt wird, erhellt aus folgendem Versuch. Aus einer nach 
Hammarsten aus Pferdeblutplasma dargestellten Fibrinogen- 
losung wurde das Fibrinogen durch Erhitzen bis auf 60° ent- 
fernt: das Filtrat wurde mit dem doppelten Volumen gesiittigter 
Fluornatriumlésung versetzt: die Fliissigkeit blieb vollkommen klar. 

Die Frage, ob bei der Fiillung einer Fibrinogenl6sung mit 
Nak] das Fibringlobulin in das Filtrat tibergeht, laBt sich nicht 
unmittelbar durch Untersuchung des Filtrates entscheiden, weil 
die Fiillung des Fibrinogens mit Nakl unvollstiindig ist; im 
Filtrate findet sich somit mehr weniger Fibrinogen vor und wenn 
man daneben nach Erhitzen auch Fibringlobulin findet, so kénnte 
vielleicht alles dies Fibringlobulin von der genannten Menge 
von im Filtrate befindlichem Fibrinogen herkOmmlich sein; es 
konnen hier also nur quantitative Versuche AufschluBi geben: 
falls bei der Fiillung mit Nakl das Fibringlobulin in das Filtrat 
iibergeht, mufi aus diesem Filtrate annahrend gleichviel Fibrin- 
globulin dargestellt werden konnen als aus der urspriinglichen 
Fibrinogenlésung. Weil das durch gefiillte Fibrinogen 
nicht ganz frei von Fibringlobulin ist, darf man allerdings eine 
geuaue Ubereinstimmung nicht erwarten. Es folgen hier zu- 
niichst die Resultate eines der betreffenden Versuche. 

a) 100 cem einer reinen nach Hammarsten dargestellten 
Pferdelibrinogenlésung wurden mit 200 ccm gesiiltigter Fluor- 
natriumlésung gefallt. Der Niederschlag wurde mittels eines 
Glasstabes aus der Fliissigkeit herausgenommen, gut ausgeprebt, 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen; die Substanz 
wurde sodann vorsichtig verascht: das Gewieht der aschefreien 
Substanz betrug 0,2435 g. Nachdem der mit NaFl erhaltene 
Niederschlag entfernt war, restierte eine klare Fliissigkeit, welche, 
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weil die benutzte Fluornatriumlésung, wie es meistens der Fall 
ist, ein wenig alkalisch reagierte, mit einigen Tropfen ver- 
diinnter Essigsiiure neutralisiert wurde. Die Fliissigkeit (285 cem) 
wurde darauf im Wasserbade eine Viertelstunde auf 55—60° 
erhitzt; das koagulierte Fibrinogen wurde auf ein gewogenes, 
aschefreies Filter abfiltriert, mit verdiinnter Kochsalzlosung, 
sodann mit Wasser ausgewaschen, bei 110° bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet und samt dem Filter gewogen; das Filter 
und die Substanz wurden darauf vorsichtig verascht: es zeigte 
sich, dab 0.2262 ¢ aschefreies Fibrinogen auf das Filter vor- 
handen gewesen waren; die Menge wurde aus 285 ccm Fliissig- 
keit erhalten; in den urspriinglichen 300 cem = wirden also 
0.2381 gefunden worden sein. 

Zur Bestimmung des Fibringlobulingehaltes wurden 250 ccm 
der vom koagulierten Fibrinogen abfiltrierten Fliissigkeit) im 
Wasserbade eine Viertelstunde auf 67—69° erhitat. Die Flissig- 
keit blieb bis auf 64° vollkommen klar; um eine mdglichst 
vollstandige Koagulation herbeizufithren, wurden, sobald die 
Fliissigkeit sich zu triiben anfing, 5 ecm einer 1°/oigen Kupfer- 
sulfatldsung zugesetzt; das Koagulum wurde dadurch grobf{lockig 
und konnte leicht abfiltriert werden. Die Menge des abfiltrierten 
Fibringlobulins wurde weiter auf dieselbe Weise, als dies beim 
koagulierten Fibrinogen geschah, bestimmt. Das Gewicht des 
aschefreien Fibringlobulins betrug 0,1141 g; aus 300 ccm Filtrat 
wiirden also 0,1369 g erhalten worden sein. In der vom Fibrin- 
globulin abfiltrierten Fliissigkeit konnte kein Eiweif mehr nach- 
gewlesen werden, 

b) Zum Vergleich wurde bestimmt, wieviel Fibringlobulin 
die benutzte Fibrinogenlésung ohne Behandlung mit NaF lieferte. 
Zu diesem Zwecke wurden weitere 100 ccm dieser Lésung mit 
200 com 4%/4°/oiger Kochsalzlésung gemischt, wodurch Volumen 
und Salzgehalt der Losung mit denjenigen des Versuches a) gleich- 
gemacht wurden. Durch viertelstiindiges Erhitzen auf 55—60° 
wurde das Fibrinogen koaguliert und weiter wie oben behandelt ; 
das Gewicht des Fibrinogens betrug 0,4548 g aschefreie Sub- 
stanz. Von der vom koagulierten Fibrinogen abfiltrierten Fliissig- 
keit wurden 250 cem eine Viertelstunde auf 67—69° erhitzt ; 
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bis auf 64° blieb, wie im Versuch a), die Fliissigkeit vollkommen 
klar: auch hier wurden, sobald sich die erste Triibung zeigte, 
5 com 1°%/oige Kupfersulfatlbsung zugesetzt. Das koagulierte 
Fibringlobulin wurde abfiltriert und wie oben weiter behandelt : 
das Gewicht des Fibringldbulins betrug 0,1354 g aschefreie 
Substanz, also auf 300 ccm Filtrat berechnet: 0,1625 g; in 
der vom koagulierten Fibringlobulin abfiltrierten Fliissigkeit 
konnte kein Eiweifb mehr nachgewiesen werden. 

Wenn wir die Ergebnisse dieser Versuche zusammen- 
fassen, so sehen wir, da im Versuche a), nach der Entfernung 
des mit Nak! erhaltenen Niederschlags, 0,2581 g Fibrinogen 
und 01369 g Fibringlobulin gefunden wurden und im Ver- 
suche b) 0,4548 g Fibrinogen und 0,1625 g Fibringlobulin. Die 
Fibrinogenmenge war also im Versuche a) durch die Fallung 
mit NaFl bis auf /100 herabgesetzt, wahrend die Fibringlobulin- 
menge nur eine Verminderung bis auf */100 zeigte. Es mufh 
also bei der Fiillung mit NaFl eine bedeutende Menge von 
Fibringlobulin in das Filtrat iibergegangen sein. Der Unter- 
schied von 0,0256 g¢ zwischen den in den beiden Versuchen 
gefundenen Fibringlobulinmengen abgesehen von Ver- 
suchsfehlern, wohl dem zugeschrieben werden, dab das mit 
gefallte Fibrinogen nicht vollkommen frei von Fibrin- 
globulin ist; das Gewicht dieses Niederschlages betrug 0,2435 g: 
wenn wir davon 0,0256 g als Fibringlobulin in Abzug bringen, 
so enthielt der Niederschlag auf 100 mg bei 55° koagulier- 
bares Fibrinogen 11,7 mg Fibringlobulin:; im Versuche b) wurde 
auf 100 mg bei 55° koaguliertes Fibrinogen 35,7 mg Fibrin- 
globulin gefunden und im Versuche a), nach der Entfernung 
des mit NaFl erhaltenen Niederschlags, auf 100 mg bei 55° 
koaguliertes Fibrinogen 57,5 mg Fibringlobulin. Durch die 
Fiillung mit NaFl wurde also die Fibrinogenlésung getrennt 
einerseits in einen Niederschlag, welcher relativ wenig, und 
andererseits in ein Filtrat, welches relativ viel Fibringlobulin 
enthielt. Fiir die richtige Ausfiihrung der obigen Bestimmungen 
spricht der Umstand, dai das Gewicht vom Fibrinogen sammt 
dem des Fibringlobulins, also der totale Eiweifgehalt, in 
den beiden Versuchen nahezu  iibereinstimmend gefunden 
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wurde, nimlich im Versuche a) 0,6185 g und im Versuche b) 
0,6173 g. 

Im Versuche a) wurde durch das Nak! etwa die Hilfte 
des Fibrinogens gefallt; die von diesem Niederschlage getrennte 
Fliissigkeit zeigte keine Triibung; laBt man aber eine derartige 
Flissigkeit einige Zeit stehen, so triibt sie sich und nach 
24 Stunden ist wieder ein Niederschlag entstanden; im Filtrate 
dieses Niederschlages entsteht wieder eine neue Fiillung usw., 
bis schlieBlich nach mehreren Tagen alles Fibrinogen bis auf 
iiuBerst geringe Spuren gefillt ist. Nach den vorhergehenden 
Versuchen ist zu erwarten, dali bei steigender Ausfallung des 
Fibrinogens eine relative Anreicherung von Fibringlobulin im 
Filtrate stattfinden wird. Es wurde diese Meinung durch die 
zwei folgenden Versuche bestiitigt: 

1. 100 ecem einer 0,642°% Pferdefibrinogenlésung 
wurden mittels 200 ccm gesittigter Fluornatriumlosung gefallt; 
der Niederschlag wurde mit einem Glasstabe entfernt und die 
Fliissigkeit blieb sodann zweimal 24 Stunden stehen; nachdem 
auch der dadurch entstandene Niederschlag abfiltriert war, wurde 
in 250 cem des Filtrates der Gehalt an Fibrinogen und an 
Fibringlobulin genau so bestimmt, wie es im oben angefiihrten 
Versuche a) geschah. Es zeigte sich, dafi in diesen 250 cem 
0,0742 ¢ Fibrinogen und 0,1113 g Fibringlobulin vorhanden 
waren. 

2. 100cem derselben Fibrinogenl6sung wurden mit 200 cem 
gesiittigter Fluornatriumliésung gefallt; nach Entfernung des 
Niederschlages blieb die Fliissigkeit 8 Tage stehen;!) der neu 
entstandene Niederschlag wurde sodann abfiltriert; das Filtrat 
triibte sich nach kurzer Zeit, und nach 24 Stunden hatte sich 
noch ein geringer Niederschlag gebildet, welcher abfiltriert wurde. 
Das Filtrat wurde mit ein paar Tropfen verdiinnter Essigsaure 
neutralisiert; beim Erhitzen der neutralen Flissigkeit auf 55 
bis 60° entstand nur eine duferst geringe Opaleszenz; es war 


1) Es trat dabei keine Faulnis auf wegen des Gehalts an NaF. 
Ich bemerke noch, dafi die Fliissigkeit bei ziemlich niedriger Temperatur 
(8—10°) stehen blieb, weil mir das fiir die vollstandige Ausfillung des 
Fibrinogens giinstig schien. 
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also nahezu alles Fibrinogen entfernt. Nachdem die opali- 
sierende Fliissigkeit filtriert war, entstand beim Erhitzen des 
Filtrates auf 67—69° ein reichlicher flockiger Niederschlag. 

Withrend im obigen Versuche a) nach Entfernung des 
mit NaFl erhaltenen Niederschlags das Verhiiltnis zwischen der 
noch gelést vorhandenen Menge von Fibrinogen und von Fibrin- 
globulin wie 1,74: 1 war, war dieses Verhiiltnis im Versuche 1 
0,67:1, wiahrend im Versuche 2 gegeniiber einer reichlichen 
Menge von Fibringlobulin gar keine genau bestimmbare Menge 
von Fibrinogen mehr vorhanden war. 

Die angeftihrten Versuche scheinen mir zu dem Schlu8 
zu berechtigen, dai bei der Hitzegerinnung des Fibrinogens das 
Fibringlobulin nicht) durch Umwandlung aus Fibrinogen ent- 
steht, sondern dafi das Fibringlobulin schon von vornherein in 
der Fibrinogenlosung anwesend ist, denn es wiire sonst nicht 
begreiflich, einerseits das mit gefillte Fibrinogen 
kein oder nur wenig Fibringlobulin liefert, und dal anderer- 
seits die von diesem Niederschlage abfiltrierte Fliissigkeit Fibrin- 
globulin in desto reichlicher Menge enthailt. 

Ks sollen hier noch einige Einwiinde besprochen werden, 
welche gegen diesen erhoben werden kénnten. 

Erstens kénnte man — in Anbetracht dessen, dab das 
mit Nak! gefiillte Fibrinogen sich in verdiinnter Kochsalzlosung 
schwieriger lést als gewOhnliches Fibrinogen und dab die Losung 
beim Erhitzen kein Fibringlobulin liefert — fragen, ob die 
durch Nakl gefiillte Substanz nicht doch eine Art lésliches 
Fibrin wie das von Denis beschriebene «fibrine concréte pure » 
darstelle; letzteres liste sich namentlich bei 40° in verdiinnter 
Kochsalzlésung in ein paar Stunden, wiihrend bei Zimmer- 
temperatur die LOsung viel langere Zeit in Anspruch nahm. 
Gegen die Auffassung der mit NaF! gefallten Substanz als los- 
liches Fibrin spricht erstens die Koagulationstemperatur, welche 
von Denis fiir das geléste «fibrine concréte pure» bei 6(0—65° 
gefunden wurde, fiir die Loésung der mit gefallten Sub- 
stanz aber jedenfalls nicht tiber 55° liegt; den kriiftigsten 
Beweis gegen die Fibrinnatur, die Fahigkeit namlich der Losung 
des mit Nak! erhaltenen Niederschlags, beim Zusatz von Fibrin- 
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ferment zu gerinnen, habe ich schon mehrfach erwahnt; zieht 
man weiterhin noch in Betracht, dai das mit Nakl dargestellte 
Fibrinogen sich auch gegeniiber Essigsiiure, Halbsattigung mit 
Kochsalz usw. giinzlich wie gewohnliches Fibrinogen verhilt, 
so glaube ich, dafi damit die Auffassung dieser Substanz als 
Fibrin als widerlegt betrachtet werden kann. 

Was die Schwerloslichkeit des mit NaF gefallten Fibrinogens 
in verdiinnter Kochsalzlésung anbelangt, so ist dieses Verhalten 
vielleicht dadurch zu erkliren, dab bei der Behandlung mit Fluor- 
natriumldsung eine wenig lOsliche Fluorverbindung des Fibrinozens 
gebildet wird, welche sich in Kochsalzlosung nur allmahlich 
list: wegen des alsdann vorhandenen groBben Uberschusses von 
Chlorionen diirfte diese L6sung mit einem Ersatze des Fluors 
durch Chlor Hand in Hand gehen; die bildung einer Fluor- 
verbindung mufi um so wahrscheinlicher erscheinen, als wegen 
des geringen Salzgehaltes der Fluornatriumlésung an eine 
eigentliche Aussalzung wohl nicht zu denken ist. 

Man kénnte sich nun weiterhin vorstellen, durch 
NaF! das Fibrinogen zwar als solches gefiillt werde, dal jedoch 
dabei (zumal weil die Fluornatriumlosungen gewOhnlich schwach 
alkalisch reagieren) ein Teil des Fibrinogens in Fibringlobulin 
umgewandelt werde, wodurch dann das Vorkommen von Fibrin- 
globulin im Filtrate erkliart wire. Abgesehen davon, daf dann 
noch nicht erkliirt wire, warum das mit NaF! gefallte Fibrinogen 
bei der Erhitzung kein Fibringlobulin liefert, mibte man nach 
dieser Vorstellung erwarten, dali bei einer zweiten oder dritten 
Fallung des Fibrinogens mit NaFl ganz ebenso ein Teil des- 
selben in Fibringlobulin umgewandelt werden wurde, welches 
also im Filtrate aufzufinden sei; dem ist aber nicht so: man 
findet in diesen Fallen im Filtrate gerade nur auberst wenig 
oder kein Fibringlobulin. 

Wenn wir also annehmen miissen, dafi das Fibringlobulin 
in den Fibrinogenlésungen schon von vornherein existiert, so 
ist damit die Frage noch nicht erledigt, ob dasselbe am Fibrinogen 
gebunden oder als einfache Beimischung vorkommt. 

Fiir eine Verbindung sprechen Versuche Hammarstens,!) 

loc. cit. 
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wodurch gezeigt wurde, aus konzentrierten Fibrinogen- 
lOsungen nach Erhitzen auf 56—60° und Abfiltrieren  relativ 
weniger Fibringlobulin erhalten wird als aus denselben LOsungen, 
nachdem dieselben verdiinnt sind; falls das Fibringlobulin als 
einfache Beimischung vorhanden war, miiBte man erwarten, dab 
die Relation Fibrinogen : Fibringlobulin immer dieselbe sein 
wiirde, Ist dagegen das Fibringlobulin an Fibrinogen gebunden, 
so kann der Befund so gedeutet werden, dali in verdiinnten 
Fibrinogenlésungen die Abspaltung des Fibringlobulins leichter 
erfolgt. Auf eine Verbindung weist auch die Tatsache hin, 
dafi bei der ersten Fallung einer Fibrinogenlésung mit 
eine nicht unbedeutende Menge von Fibringlobulin mit aus- 
gefallt wird. 

Gegen die Annahme einer Verbindung spricht der Befund, 
dai bei der Fallung mit NaFl das Fibringlobulin wenigstens 
groBtenteils in das Filtrat tibergeht, denn es laBt sich doch 
nur schwierig annehmen, dai der Zusatz eines Alkalisalzes wie 
NaFl bis zu einem Gehalt von etwa 3°/o eine Abspaltung von 
Fibringlobulin bewirken sollte. Die folgende Beobachtung kann 
indessen hieriiber vielleicht einige Aufklérung geben. 

Ks wurden 100 ecm einer Pferdefibrinogenl6sung zweimal 
durch das doppelte Volumen gesittigter Fluornatriumlosung gefillt: 
die benutzte Fluornatriumlésung reagierte ausnahmsweise fast 
neutral; mit Lackmuspapier war kaum eben die alkalische Reak- 
tion bemerkbar. Ein Teil der Fluornatriumlosung wurde jetzt 
durch Zusatz von 0,8 ccm normaler Natronlauge auf 200 ccm 
der Fluornatriumlésung schwach alkalisch gemacht; hiermit 
wurden 100 ccm derselben Fibrinogenlésung auf dieselbe Weise 
zweimal gefallt; aus den mit neutralem und mit alkalischem 
Nak erhaltenen Niederschlagen wurden zwei gleich konzentrierte 
Fibrinogenlésungen bereitet. Das Fibrinogen wurde in beiden 
Fiillen dureh Erhitzen auf 55—60° koaguliert und abfiltriert: 
das Filtrat des mit schwach alkalischer Fluornatriumlésung 
bereiteten Fibrinogens gab durch Erhitzen auf 70° oder durch 
Zusatz von Pikrinsiiure nur einen ganz geringen Niederschlag, 
wihrend der Fibringlobulinniederschlag des anderen Filtrates 
entschieden gréBer, vielleicht zwei- bis dreimal so war. 
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Es wirde hieraus folgen, daf die vermutete Abspaltung 
von Fibringlobulin nicht durch das NaFl, sondern durch den 
Alkaligehalt der Fluornatriumlésung bewirkt wird: fiir die Ab- 
spaltung geniigen dann allerdings iuberst geringe Mengen von 
Alkali, denn auch diejenige Fibrinogenlésung, welche mittels 
nahezu neutralem NaF! bereitet worden war, lieferte noch sehr 
viel weniger Fibringlobulin als eine gleichkonzentrierte, nicht 
mit NaF] behandelte Fibrinogenlésung. Der Gedanke wird da- 
durch nahegelegt, ob vielleicht nicht auch das Wasser, zumal 
bei erhOhter Temperatur, die Abspaltung von Fibringlobulin 
bewirken kénnte. Es wiirde also, wenn dies der Fall ist, in 
einer mit Kochsalz bereiteten Fibrinogenlésung eine Verbindung 
von Fibrinogen mit Fibringlobulin vorhanden sein, welche mehr 
weniger stark hydrolytisch gespalten wire, und diese Auffassung 
entspricht meines Erachtens am besten den Tatsachen. Die Ab- 
spaltung wird in diesem Falle bei erhéhter Temperatur, z. Bb. 
bei 55°, eine ziemlich vollstiindige sein kinnen; aus verdiinnten 
LOsungen kann dann aber relativ mehr Fibringlobulin erhalten 
werden als aus konzentrierten, weil dort die Abspaltung voll- 
stindiger sein wird wegen des groOferen Wasseriiberschusses. 
DaB bei der Ausfallung mit NaF! nicht alles Fibringlobulin in 
das Filtrat tibergeht, wird bei der Annahme einer nur teilweisen 
hydrolytischen Spaltung (welche in diesem Falle durch den 
Alkaligehalt der Fluornatriumlosung unterstiitzt wird) ebenfalls 
begreif lich. 

Wenn das Fibringlobulin, sei es auch nur teilweise, dem 
Fibrinogen wegen der hydrolytischen Abspaltung einfach bei- 
gemischt ist, so kann — in Anbetracht dessen, daBb durch Halb- 
sittigung mit Kochsalz, wie es bei der Bereitung von Fibrinogen- 
lOsungen iiblich ist, keine vollstandige Ausfallung des Fibringlobulins 
erfolgt — nicht erwartet werden, dal in jeder Fibrinogenl6sung 
das Verhiiltnis zwischen den Mengen von Fibrinogen und Fibrin- 
globulin dasselbe sei; es kann dies vielleicht zur Erklarung der- 
jenigen Befunde Hammarstens?) beitragen, woraus hervorging, 
daB aus verschiedenen Blutportionen bereitete FibrinogenlOsungen 


1) Joc. cit. S. 456. 
13* 
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zwar relativ verschiedene Mengen von Fibringlobulin §liefern, 
dafi dabei aber eine verdiinnte Fibrinogenldsung nicht immer 
relativ mehr Fibringlobulin liefert als eine konzentrierte; aller- 
dings kann hier, wie Hammarsten hervorhebt, vielleicht auch 
der Salzgehalt einen Einflu’ ausiiben. 

K's seien hier schlieBlich noch einige Tatsachen, die Ferment- 
gerinnung des Fibrinogens betreffend, besprochen. 

An der Identitét des bei der Ferment- und der Hitze- 
gerinnung auftretenden Fibringlobulins kann wegen der Uber- 
einstimmung in der Zusammensetzung, Koagulationstemperatur 
und im ganzen sonstigen Verhalten wohl nicht gezweifelt werden. 
Wenn aber einmal angenommen werden mub, dafi das Fibrin- 
globulin in den Fibrinogenl6sungen schon vornherein 
existiert, so ist bis auf weiteres kein Grund mehr vorhanden, 
fiir das Vorkommen von Fibringlobulin im Serum geronnener 
Fibrinogenlésungen noch andere Ursachen (z. B. Umwandlung 
des Fibrins in Fibringlobulin) verantwortlich zu machen, zumal 
weil die Menge des bei der Fermentgerinnung erhaltenen Fibrin- 
globulins diejenige des nach der Hitzegerinnung vorhandenen 
Fibringlobulins durchschnittlich jedenfalls nicht  wtbertrifft. 
Hammarsten!) fand zwar, dab in schwach alkalischen LOsungen 
durch Ferment relativ wenig Fibrin gebildet wurde, somit relativ 
viel EiweiB in Losung blieb: dies kann aber einerseits dadurch 
verursacht sein, dah bei der alkalischen Reaktion das Fibrin- 
globulin sehr vollstiindig abgespalten wurde, andererseits aber 
namentlich auch dadurch, wie Hammarsten selbst hervorhebt, 
daf} unter diesen Umstiinden ein Teil des Fibrins als «lOsliches 
Fibrin» in Lésung geblieben war. 

Aus dem Befund, daB eine Fibrinogenlosung, welche mittels 
NaF! von Fibringlobulin befreit worden ist, mit Fibrinferment 
gerinnt, mub abgeleitet werden, daf durch die Entfernung des 
Fibringlobulins das eigentliche Fibrinogen nicht, wie man nach 
der von Schmiedeberg?) gegebenen, neuerdings von Heubner?) 
befiirworteten Formel vermuten wiirde, in Fibrin umgewandelt 


1) Pfliigers Archiv, Bd. XXX, S. 479. 
*) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol., Bd. XXXIX. 
*) Arch. f. exp. Pathol, u. Pharmakol., Bd. XLIX. 
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wird und daf iiberhaupt das Fibringlobulin bei der Gerinnung 
keine wesentliche Rolle spielt: der Vorgang der Gerinnung mub 
also in einer Anderung des Fibrinogenmolekiils selbst bestehen. 
Das Vorkommen von Fibringlobulin im Serum der geronnenen 
FibrinogenlOsung kann ungezwungen daraus erkliirt werden, dab 
in der Losung freies Fibringlobulin vorhanden war: die Annahme, 
dafi das Ferment eine Abspaltung des Fibringlobulins bewirke, 
erscheint hiernach als itiberfliissig. 


¥ 


Uber die Verwertung der Abbauprodukte des Caseins im 
tierischen Organismus. 


Von 
Emil Abderhalden und Peter Rona. 


(Aus dem I. Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Marz 1905.) 


In einer friiheren Mitteilung'!) haben wir gezeigt, dab es 
gelingt, Mause mit einem durch Pankreatinverdauung aus Casein 
gewonnenen, biuretfreien, zum grO$ten Teil aus Aminosduren 
bestehenden Produkte ebenso lange am Leben zu erhalten, wie 
mit unveriaindertem Casein selbst. Dagegen verhielten sich die- 
jenigen Versuchstiere, welche mit durch Séure total hydroly- 
siertem Casein gefiittert wurden, wie Hungertiere. Dieselben 
Beobachtungen machten wir bei der Ausdehnung dieser Ver- 
suche auf Ratten. Allerdings lebten hier diejenigen Versuchs- 
tiere, welche durch Siiure hydrolysiertes Casein erhielten, durch- 
schnittlich einige Tage liinger als die Hungertiere, aber bei 
weitem nicht so lange als die mit durch Trypsin abgebautem 
Casein erniihrten Ratten. Um einen exakteren Einblick in 
die Verwertung von abgebautem Eiweifi zu erhalten, haben 
wir Stoffwechselversuche mit den genannten Produkten am 
Hunde ausgefiihrt. Es kam uns bei unseren Versuchen in 
erster Linie darauf an, das hydrolysierte Casein in eine Form 
zu bringen, welche vom Versuchstiere gerne genommen wurde 
und vor allem keine Verdauungsstérungen verursachte. Das 
Hauptgewicht legten wir ferner auf genaue Kenntnis der Zu- 
sammensetzung des verfiitterten Produktes. Wir begniigten uns 
nicht mit der bloBen Feststellung der Abwesenheit der Biuret- 
reaktion, sondern wir stellten mdglichst exakt fest, wieviel 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 528, 1904. 
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noch nicht bis zu den Aminosiiuren abgebaute Produkte 
(«Polypeptide» )!) vorhanden waren. Zu den Versuchen wurden 
zwel Praparate verwendet; einmal durch Pankreatin verdautes 
und zweitens durch 25°/oige Schwefelséure hydrolysiertes Casein. 
Das erstere wurde auf folgendem Wege gewonnen: 1 kg Casein 
wurde in 81 Wasser suspendiert und mit 50 g Pankreatin bei 
schwach alkalischer Reaktion (NH,) und Zusatz von Toluol 2'/2 
Monate im Brutraum bei 36° verdaut. Die Reaktion der Ver- 
dauungsfliissigkeit wurde von Zeit zu Zeit kontrolliert. Sie 
zeigte nach Ablauf dieser Zeit keine Spur einer Biuretreaktion 
und reagierte zum SchlufB ganz schwach sauer. Das gesamte 
Gemisch mit Einschluf der ausgeschiedenen Aminosiiuren wurde 
zunachst nach Neutralisation mit Soda auf dem Wasserbade 
auf etwa die Hiilfte eingeengt, und hierauf unter stark ver- 
mindertem Druck bei einer 40° nicht iibersteigenden Tem- 
peratur zur Trockne eingedampft. Der zum Teil kristallinische, 
zum Teil amorphe Riickstand wurde sorgfiltig gemischt. Er 
enthielt 8,5°/o Stickstoff (Mittel aus 8 sehr gut tibereinstimmenden 
Analysen).2) 100 ¢ des Gemisches wurden zur Feststellung der 
«Polypeptide» in 2 | Wasser gelost und in der bekannten Weise ') 
mit Phosphorwolframsiéure gefallt. Aus dem Filtrat der mit 
Baryt zerlegten Phosphorwolframsaurefallung wurden 10°/o an 
«Polypeptiden» erhalten, deren Hydrolyse mit Salzsaéure die 
bekannten Monoaminosauren gab. Der ermittelte Wert ist natiir- 
lich der ganzen Methode der Isolierung entsprechend ein nur 
anniihernder, diirfte aber, der Menge der nicht durch Phosphor- 
wolframsiiure fallbaren Produkte entsprechend, ziemlich genau 
sein. In Betracht zu ziehen ist aufberdem, dai den «Poly- 
peptiden» freie Diaminosiuren beigemengt sein koOnnen, jeden- 
falls ist das verfiitterte Produkt als ein sehr weit abgebautes 
zu betrachten. 

Das auf genannte Art gewonnene Praéparat wurde vom 
Versuchstiere sehr gern genommen. Irgend welche Verdauungs- 


') K. Fischer und E. Abderhalden, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 
S. 81, 1903 und Bd. XL, S. 215, 1903. 

*) Simtliche N-Bestimmungen wurden nach der Kjeldahtschen 
Methode ausgefihrt. 
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storungen haben wir nie beobachtet. Der Versuchshund war 
wihrend der ganzen Versuchsdauer stets munter und frisch. 
Durch einen Vorversuch mit Schabefleisch suchten wir festzu- 
stellen, mit welcher Stickstoffmenge bei gegebener stickstofffreier 
Nahrung der Hund sich ins Gleichgewicht setzt. Das kleine, sehr 
lebhafte Versuchstier!) stellte sich mit rund 2 g N ein. Von dieser 
Stickstofimenge wurde nun zuniichst '/4, dann die Hiilfte und 
schlieblich #/s durch das genannte Verdauungsgemisch ersetzt. 
Diese Versuchsanordnung erwies sich nicht als giinstig. Es ge- 
lang zwar, den Hund im Stickstoffgleichgewicht zu erhalten. Bei 
der langen Dauer des Versuches verweigerte das Versuchstier 
jedoch schlieblich die Nahrungsaufnahme, noch bevor der gesamte 
Stickstoff durch das verdaute Casein ersetzt war. Aus diesem 
Grunde deckten wir bei einem weiteren Versuche gleich von 
Anfang an den gesamten Stickstoff der Nahrung mit dem Ver- 
dauungsprodukt. Die folgende Tabelle gibt den Verlauf des 
Versuches wieder. Zu bemerken ist, daf der Hund die 
Mischung von gequollener Stiirke, Fett und verdautem Casein, 
die tiglich auf 3 Portionen verteilt gereicht wurde, bis zum 
Schlusse des Versuches stets sehr gierig auffrab und nie 
Diarrhéen hatte, sondern einen Kot von normaler, fester Be- 
schaffenheit ausschied. Erbrechen trat auch nie auf. Seinen 
Urin lie} das Versuchstier spontan. 2—2!/2 Stunden vor der 
Morgenfiitterung erhielt das Tier reichlich Wasser. Bei der 
Entnahme des Harnes wurde der Kiéfig taglich mit viel heiBem 
Wasser nachgespiilt. Der Urin war stets eiweiBb- und zucker- 
frei. Das verabreichte Fett, ausgelassenes Schweineschmalz, 
war stickstofffrei, die Starke enthielt 0,04°/c N. Der Stick- 
stoffgehalt der einzelnen  Bestandteile der Nahrung wurde 
nattirlich sehr oft kontrolliert. 

Dieser Versuch zeigt, dafB das Versuchstier das durch 
Pankreasferment zum weitaus grObten Teil zu Aminoséuren 
abgebaute Casein vollstindig verwertet hat, d. h. mit anderen 
Worten, der tierische Organismus vermag aus Amino- 
siuren und komplizierteren, biuretfreien Produkten 
seinen bedarf an Eiweif vollkommen zu decken. 


') Alter: Jahre. 
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| 1,45 


Kot Ge- 
Nalirangs- Harn N- Ge- 
Menge) N |Menge| N fuhhr 
2.05} — — — — Hunger 
2¢] 120 | 230 0.27 | 2.57 |— 0.57] 2.740) pro Tag: 
115 | 2,00 14,7 | 0.27 | 2.27 |— 0.27] 2.750133 cchabefleisch, 

16. > 130 | 1,98 0.27 | 2,25 |— 0,25] 2,785] 95 Fett. 

, 18 146 7.3) 038 | 1.84 0,06] 2.790 (500> Starke, 
> 105 1,85 | O14 | 1,99 [40,01] 2,800 | 

2) 2¢ | 100 O22 | 19 [0.05] 2.825 
9) 1,55 0,23 | 1,78 0,22] 2,830 
» | 138] 201 047 | 185 2.840 
23 115 | 1,35 036) 1.71 029) 2,870 
0,36 | 1,75 2,880] Erhielt pro Tag: 
25, 1.50) 037 | 1.87 }+-0.13] 2.900] 
26. 105 | 0,37 | 1,68 0,32) 2,945 
27. > 100, 1,29 | 0.34 | 1,63 [4-037] 2,960] 959. Fett. 
> 120 134, | 0.34 | 1,68 [+032] 2,970 [50.0 Starke, 
20 » | 105! 139] 15,9 | 0.35 | 1,74 1-026] 2,985] 10.0. Rohraucker. 
30 | 100) 1.64] 126 | 0.19 | 1.83 4-017] 3.010] 50, Trauben- 
31 90 1.36 | 0.52 | 1.88 |-+0,12} 3,030 zucker. 
L105} > | 100) 13854 052 | 1.87 0213) 3.0% 
2. » 105 | 151 | 0.38 1.89 [40,11 3,030 
3. 95 | 1,53 | 0.38 | 1.91 [40,09] 3,040 
| 10 148] 161) 0.45 | 203 0.03) 3.010 

Summa | 32 — — | 586 ]29,.05 — 
Mitel | 2 ¢ — | 036] 1,81 — 


| | . 
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Kine andere Deutung der Versuche ist wohl bei der 
langen Dauer des Versuches und dem eindeutigen Verlauf des- 
selben ausgeschlossen. 

In einem weiteren Versuche suchten wir die Frage zu 
entscheiden, wie sich durch Siéure total abgebautes Casein 
verhilt. Zu diesem Zwecke wurde 1 kg Casein mit 51 25°/oiger 
Schwefelsiiure 12 Stunden lang erhitzt. Nach dem Abktihlen 
der Fliissigkeit wurde dieselbe auf das doppelte Volumen ver- 
diinnt, und nun die Schwefelséure quantitativ mit Baryt gefiaillt. 
Das Filtrat vom Baryumsulfat wurde hierauf mit Soda neutra- 
lisiert und nun bei stark vermindertem Druck bei einer 40° 
nicht tibersteigenden Temperatur vollstandig zur Trockne ver- 
dampft. Der Stickstoffgehalt des Gemisches betrug (Mittel aus 
Bestimmungen) 10°/o. 


Tabelle II. 


Da 
Nahrangs- Harn N- Ge- 
Datum getrocknet Bemerkungen 
10. 2g | 105 | 20 0,09 | 2,09 0,09 2.905] pro Tag: 
lf. > 100 1,72 0.09 | 1,81 |4-0,19 3,050 | Starke, 
12. > 95 | 1,96 0,09 | 2,05 |— 0,05] 3,050 [ 25 » Fett, F Sur 
13. | 1.93 “0009 2,02 0,02] 3,040] 12> 
14. 2g | 120 | 2,73 | 0,09 | 2,82 |— 0,82} 3,020 
15. 100 | 248 8.70) 0,09 | 2.57 |—0,57] 3,050] pro Tag: 
16. 95 | 2,41 0,09 | 2,50 | 0.50) 3.050} 99 nvdrolysiertes 
17. » | 110 216] 1040) 0,21 | 2,37 |— 0,37] 3,040 
18. » | 115 | 238 016 | 2,54 0,54) 3.05059, Starke, 
19. > 105 | 2.09 13,05 0,16 2,25 0,25} 3,050[ 95. 
20), > | 120 215 | 0,16 | 2,31 |— 0,31] 3,020] 49, Rohrzucker, 
21. » | 100 | 240] 823 021 | 2.61 0,61] 3,010] benzucker 
22. > 105 2,16 | 0,27 | 243 |— 0,43] 3,040 
23, » | 90 | 218 | 128 0.97 | 245 |— 0,48] 3,020 
Summa | 20 — 23,14] — | 4,71 [24,85 4,86] — 
Mittel — | 2317 — | 0171] 248 — 
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Der Fiitterungsversuch wurde in genau derselben Weise 
ausgefiihrt wie der vorhergehende. Die vorstehende Tabelle gibt 
die erhaltenen Resultate wieder. Zu bemerken ist, dab auch 
dieses Futter vom Hunde anfangs sehr gern gefressen wurde. 
Gegen Ende des Versuches nahm seine FreBlust ab, auch war 
das Versuchstier weniger lebhaft als sonst. 

Die vorliegenden Resultate zeigen ohne weiteres, dab das 
mit Séure hydrolysierte Casein das Versuchstier nicht vor 
Stickstoffverlust zu schiitzen vermochte. Dies beweist der 
folgende Versuch, welcher zeigt, daB das oben festgestellte 
Plus an Stickstoffausfuhr ungefiihr der Stickstoffausscheidung 
bei stickstofffreier Kost (bei gleicher Kalorienzufuhr) entspricht. 


Tabelle ITI. 


Kot Ge- 
Nahrungs- Harn samt-| N- Ge- 
atum etrocKkne emerkungen 
N | N-Aus-|Bilanz| wicht 
Menge) N |Menge, N fulhr 
105, 0 | 95 | 0,49 : 0,03 | 0,52 |— 0,52] 3,005) Erhielt pro Tag: 
26. 0 80 | 0,52 | 0,55 |— 0,55] 2,970 50 g Starke, 
4,16 | 10 » Rohrzucker, 
27, 0 100 0,48 0.03 | 0,51 |— 0,51] 2,940] 5. Traubenzucker, 
28, 0 75 | 0,51 0,038 | 0,54 |— 0,54] 2,900] Bt » Fett. 
Summa | — — 2,00} — 0,12 | 2,12 j—2,12) — 
Mittel ‘ia — |05 | — | 003] 053 |—053] — 


Aus dem Ausfall dieser Versuche darf natiirlich nicht un- 
mittelbar geschlossen werden, dafi der tierische Organismus 
nicht imstande ist, total abgebautes Eiweifi zu verwerten. Bel 
der Hydrolyse durch Siéuren sind sekundiare Zersetzungen viel- 
leicht wichtiger Verbindungen nicht ausgeschlossen. Vielleicht 
ist die teilweise Racemisierung der Aminosiuren auch nicht 
ohne Bedeutung. Wir beabsichtigen, diese Versuche mit ver- 
dautem, von komplizierten Produkten befreitem Casein fort- 
zusetzen. 

Zu der Ausarbeitung dieser Versuche hatte uns die Frage 
gefiihrt, bis zu welchen Verdauungsstufen das EiweiB abgebaut 
sein darf, um im tierischen Organismus noch Verwendung zu 
finden. Auf diesem Wege hofften wir einen Einblick zu gewinnen 
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in den Eiweifabbau der normalen Verdauung. Wie der eine!) 
von uns jiingst gezeigt hat, findet hOchstwahrscheinlich im 
Darmkanal keine totale Hydrolyse des Eiweifes statt, wohl aber 
finden sich freie Aminosiiuren. Die vorliegenden Versuche 
sprechen nicht gegen die Annahme, dai normalerweise der Abbau 
der EiweiBkorper im Darmkanal iiber die Peptone hinaus bis zu 
biuretfreien Komplexen und Aminosauren geht. Es darf aber 
nicht umgekehrt aus den Versuchen direkt auf einen solchen 
weitgehenden Abbau geschlossen werden. 

Mit unseren Versuchsresultaten stehen die Folgerungen, 
die Loewi?) aus seinen Versuchen gezogen hat, in Einklang. 
In jiingster Zeit haben sich auch V. Henriques und C, Hansen?) 
mit der Frage der Eiweifsynthese im tierischen Organismus 
beschiftigt. Ihre an Ratten angestellten Versuche fiihrten, soweit 
sie mit entsprechenden Produkten ausgefiihrt sind, zu denselben 
Schlubfolgerungen, wie wir sie bereits aus unseren ersten Ver- 
suchen gezogen haben. Es ist jedoch fraglich, ob Stoffwechse!- 
versuche an einzelnen Ratten exakte Schliisse erlauben, denn 
die Fehlerquellen kommen bei den iiberaus geringen Stickstoff- 
mengen doch sehr in Betracht, auberdem ist zu bedenken, dab 
bei den relativ groBen Stickstoffmengen, die die Verfasser den 
Ratten verabreichten, die eventuell vorhandenen komplizierteren 
Produkte an und fiir sich schon ausreichen konnten. 

Die mitgeteilten Versuche fiihren zu weiteren Fragestell- 
ungen. Wir haben zu unseren Untersuchungen absichtlich 
Casein gewiihlt, weil uns dieser in der Erniihrung des wachsenden 
Siiuglings eine so hervorragende Rolle spielende Kiweifkorper 
die meisten Garantien fiir ein Gelingen der Versuche zu geben 
schien, denn es durfte angenommen werden, daB er alle erfor- 
derlichen, zum Teil ja immer noch unbekannten Bausteine des 
Kiweibes enthielt. Es wird nun von Interesse sein, auf gleiche 
Weise auch andere EiweiBkirper zu untersuchen. 


' Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 17, 1905. 

*) Archiv fiir experimentelle Path. und Pharmak., Bd. XLVIII, 
S. 303, 1902. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 417, 1905. 
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Bei unseren Versuchen hatte das Versuchstier mit der 
Nahrung stets grdfere Mengen freier Aminosiuren erhalten. 
Um festzustellen, ob unter diesen Umstiinden unveriinderte 
Aminosiiuren in den Harn iibergehen, unterwarfen wir in jedem 
Versuche den gesammelten Harn der $-Naphtalinsulforeaktion. 
In keinem Falle konnten wir Aminosiuren nachweisen. !) 


') Eine jiingst von Franz Erben publizierte Arbeit (Diese Zeit- 
schrift, Bd. XLHI, S. 320, 1905) veranlaft uns zur Mitteilung von im 
Sommer 1904 gemachten Beobachtungen beziiglich des Gehaltes von nor- 
malem Harn von Menschen an Aminosiiuren. Es ist uns in keinem Falle 
gelungen, aus sehr grofhen Harnmengen (je 50 | Harn) nach erfolgter Ein- 
engung resp. Eindampfung mit Hilfe des ~p-Naphtalinsulfochlorids resp. 
der Veresterungsmethode Aminosiiuren zu isolieren. Nach unseren Er- 
fahrungen sind beide genannten Methoden fiir den «quantitativen» Nach- 
weis von Aminosiiuren nicht geeignet, erstere Methode ist auferdem 
dann schon mit Schwierigkeiten verkniipft, wenn ein Gemisch verschiedener 
Aminosaéuren vorliegt. Unter diesen Umstiinden ist, wie jiingst Abder- 
halden und Barker (Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 8S. 524, 1904) hervor- 
gehoben haben, die Estermethode vorzuziehen. Aber auch diese bereitet 
wegen der grofen Salzmengen oft Schwierigkeiten und mufS noch mehr 
den gegebenen Verhiltnissen angepafit werden. Andere Untersuchungen 
haben unsere Versuche nach dieser Richtung unterbrochen. Sie sollen 
aber wieder aufgenommen werden. 


Weitere Versuche dber die zellfreie Garung. 


Von 


Eduard Buchntr und Wilhelm Antoni. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen Hochschule zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Marz 1905.) 


KinfluB von Sauerstoff auf die Zymase.') 


Hefeprebsaft biibt beim Stehen an der Luft innerhalb 
weniger Tage seine Girkraft ein. Ehe erkannt war, daf es 
sich dabei um eine ZerstOrung der Zymase durch die proteo- 
lytischen Enzyme des Prebsaftes handelt, konnte man vermuten, 
dafi ein schadlicher Einflu{ des Sauerstoffs der Luft daran 
Schuld triigt.2) Auch E. Duclaux) und P. Mazé*) 
iihnliche Annahmen. Zwar zeigte sich bald, daf es fiir das 
Zuriickgehen der Giirkraft des Prebsaftes gleichgiiltig ist, ob 
er in vollgefiillten verstopften Flaschen oder in offenen Ge- 
fiben aufbewahrt wird.®) Trotzdem schien es wiinschenswert, 
mittels vergleichender Versuche unter Einleiten von Sauerstoff 
bezw. Wasserstoff die Frage genauer zu priifen. Dabei war 
ein wesentlicher Unterschied nicht nachzuweisen. °) 


'! Wie Buchner und Meisenheimer vor kurzem gezeigt haben 
(Berichte d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVIII, 5. 621, 1905), ist die Gar- 
wirkung der Hefe auf die Anwesenheit zweier verschiedener Enzyme 
zuriickzufiihren, deren eines den Zucker in Milchsaéure, deren anderes 
die Milchsiiure in Alkohol und Kohlendioxyd spaltet. Da es fir die 
folgenden Betrachtungen nicht méglich ist, diese beiden Garungsenzyme 
auseinanderzuhalten, seien sie unter dem auch friiher gebréuchlichen 
Namen «Zymase> zusammengefakt. 

®) Buchner, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXX, S. 119 (1897). 

°) Microbiologie, Paris, Bd. Ill, S. 181 (1900). 

*) Compt. rend., Bd. CXXXVIII, S. 1515 (1904). 

®) KE. und H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegirung, 5S. 97, 
Miinchen 1903. 

6) Zu demselben Ergebnis ist kiirzlich bei Arbeiten mit kauflicher 
Acetondauerhefe (sog. Zymin) Frl. O. Grigoriew gekommen (Diese Zeit- 
schrift, Bd. XLII, S. 316, 1904). 
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Zunachst wurde in zwei mit Prefsaft aus frischer Bier- 
unterhefe!) halbvoll gefiillte Flaschen '/1 Stunde lang Sauer- 
stoff bezw. Wasserstoff eingeleitet. Der Wasserstoff war durch 
Permanganatlésung gereinigt worden. Die sorgfiiltig ver- 
schlossenen Gefaife wurden dann 24 Stunden in Eiswasser 
aufbewahrt und hierauf die Girkraft in gewOhnlicher Weise?) 
bestimmt. Nach Beendigung der Girung wurde die im _ Luft- 
raum der Kolbchen angesammelte Kohlensiiure noch durch 
Luft verdrangt. 

Tabelle I. 
Giirkraft des PreBsaftes nach Stehen mit Sauerstoff 
bezw. Wasserstoff. 
Je 20 com Prefsaft -+- 8 g Rohrzucker -+ 0,2 cem Toluol. 22°. 


24 Stunden Kohlendioxyd in Grammen nach Stunden 
gestanden | | 96 
24 | 48 72 | Luftdurchleitung 
mit 
| | ohne mit 
| | 
0,89 0,98 099 | 101 | 1,04 
Sauerstoff | 
0.89 | 0,97 099 | 101 | 1,038 
| 
| | | | 
0,92 | 1,01 103 | 1,05 | 1,08 
Wasserstoff 
090 | 0,99 1,02 | 1.05 | 1,08 
| | | 


Die zwischen den Versuchen mit Sauerstofl- bezw. Wasser- 
stoffeinwirkung hervortretenden Unterschiede sind so gering 
— sie betragen nur ungefihr 4°/o der Giirwirkung —, dab sie 
innerhalb der Fehlergrenzen liegen, wie durch folgende mabi- 
gebendere Versuche mit standiger Durchleitung der beiden Gase 
wihrend 24stiindigen Verlaufes der Giirung bewiesen wird. 


Die Anordnung dieser Versuche (Tab. Il) machte insofern einige 
Schwierigkeiten, als beim Einleiten der Gase in den Prefsaft ungeheures 


1) Zu diesen und den folgenden Versuchen stand uns ausgezeich- 
nete Hefe aus der Brauerei von Julius Bétzow, Berlin, zur Verfiigung, 
wofiir wir auch an dieser Stelle besten Dank zum Ausdruck bringen. 

) Vergl. «Die Zymasegirung», S. 80, 1903. 
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Schiiumen eintrat. Wir waren daher gezwungen, jJedes Versuchsk6lbchen 
(150 cem Inhalt, beschickt mit 40 ccm Prefsaft, 16 g Rohrzucker und 
0,02—0,03 g Thymol), mit einem zweiten, leeren Kélbchen zu verbinden, 
in welchem der iibergehende Schaum sich ohne Schadigung ablagern 
konnte. Erst dies zweite Kélbchen trug dann den MeissIschen Schwefel- 
siuregirverschluf, an welchen sich vorsichtshalber noch ein Chlor- 
calciumrohr anschlof. Garkélbchen, leere Vorlage und Chlorcalciumrohr 
wurden vor und nach dem Versuche sowohl mit den Gasen gefiillt wie 
auch nach halbstiindigem Durchleiten von Luft gewogen. Die hierbei 
auftretende Differenz ist bei allen Angaben beriicksichtigt. Versuchs- 
temperatur war 22°; Sauerstoff und Wasserstoff wurden vor dem Ein- 
leiten mit Schwefelsiiure und Chlorealeium getrocknet, der Wasserstoff 
durch Permanganatliésung gereinigt. Zum Vergleiche kam auch die Gar- 
kraft des Saftes in der gewOhnlichen Weise ohne Durchleiten von Gas 
zur Bestimmung. Die geringere Girkraft in letzterem Falle rihrt jeden- 
falls zum groéften Teil von der Ubersittigung des Saftes mit Kohlendioxyd 
her; wahrscheinlich hat auferdem auch die Kohlensdéure eine geringe 
schadigende Wirkung auf die Zymase. 


Tabelle IL. 

Girkraft bei Sauerstoff-, bezw. Wasserstoff- und ohne 
Gas-Einleitung. 

Je 40 cem Prefisaft +- 16 g Rohrzucker -+- 0,02 g Thymol. 22°. 


Kohlendioxyd 
Datum Durchgeleitetes Gas in Grammen nach Stunden 
12 24 
25. I. 05 1,97 3,62 
Wasserstoff. ...... 2,08 3,59 
Ohne Gasdurchleitung') . 1,54 3,20 
31. 1. 05 1,85 2,77 
Wasserstof. ...... 1,90 2,85 
Ohne Gasdurchleitung . . 1,50 2,55 


') Die Gesamtgarkraft des Prefisaftes betrug in beiden Fallen etwa 
4¢ CO, fiir 40 ccm, die Reaktion ist nach 24 Stunden durchaus nicht 
zu Ende. 
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Versuche zur Trennung von Zymase und Invertase. 


PreBsaft aus untergiiriger Bierhefe vergiirt Rohrzucker 
ebenso rasch wie Traubenzucker. Der Vergarung der Disac- 
charide durch lebende Hefe geht, soweit bis jetzt feststeht, eine 
Spaltung in Hexosen durch Enzyme voraus. Es schien nun 
wiinschenswert, diese Annahme am Prefsaft priifen und 
die Trennung der Invertase und der Zymase zu versuchen, eine 
Aufgabe, deren Durchfiihrung voraussichtlich wegen der iihn- 
lichen Eigenschaften jener Stoffe und der Verinderlichkeit der 
Zymase allerdings auf grofe Schwierigkeiten stoben mubte. 
Leider ist es bis jetzt auch nicht gelungen, trotz verschiedenster 
Versuchsanordnungen, zu einem positiven Ergebnis zu kommen. 

Da nach friiheren Versuchen Zymase nicht zu dialysieren 
vermag, wogegen getrocknete Hefe (nicht aber vollkommen 
gesunde, frische) Invertase in die umgebende Flissigkeit diffun- 
dieren liBt, wurde zuniichst probiert, die Invertase aus Aceton- 
Dauerhefe durch verdiinnte GlyzerinlOsungen herauszuziehen. 
Durch die unverletzten Zellmembranen zuriickgehalten, sollte 
dabei die Zymase im Innern der Zellen verbleiben, und nach 
Entfernen der Invertase erst durch Zerreiben der Zellmembranen 
in Losung gebracht werden.!) Es hat sich aber gezeigt, daB 
aus Acetondauerhefe durch 10°/oige Glyzerinlésungen zwar 
recht wirksame Extrakte ausgezogen werden kOnnen, welche 
viel Rohrzucker invertieren: aber eine Erschépfung der Aceton- 
dauerhefe an Invertase ist selbst nach 4tiigigem Schiitteln mit 
der 10fachen Menge 10°/oiger Glyzerinldsung unter taglicher 
Erneuerung der Extraktionsfliissigkeit nicht zu erreichen. Nach 
Isolierung der zuriickbleibenden Acetondauerhefe durch Ab- 
saugen erwies sich jedoch beim UbergieBen mit Zuckerlésung, 
daB alle Garkraft bereits verschwunden war. Das Durchtreten 
der Invertase durch die unverletzte Zellmembran dauert dem- 
nach viel zu lange, als dah auf diesem Wege eine Trennung 
von der Zymase ausfiihrbar wire. 


) Vergl. R. und W. Albert, Zentralbl. f. Bakteriologie I, Bd. VII, 
S. 742 (1901). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. 14 
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Ein rascheres Diffundieren der Invertase konnte erwartet 
werden, wenn es nicht durch die Zellmembran, sondern durch 
grobporiges Pergamentpapier vor sich gehen sollte; ein Diffun- 
dieren der Zymase war nach fritheren Ergebnissen auch dabei 
nicht zu befiirchten.') Wir benitzten zu unseren Versuchen 
den Giirberschen Dialysierapparat, welcher gestattet, die zu 
dialysierende Fliissigkeit in einem Pergamentpapierschlauch 
durch einen auf- und niedergehenden Riihrer in fortwihrender 
Bewegung zu erhalten. Die Dialyse fand gegen eine Salz- 
lOsung statt, die in 11 1 g sekundires Kaliumphosphat, 0,4 g 
Kochsalz, 0,4¢ kristallisiertes Magnesiumsulfat und 0,2 g Gips 
enthielt. Der Versuch wurde 2 mal 24 Stunden unter Wechseln 
der iituberen Losung nach dem ersten Tage in Gang gelassen 
und dabei die Temperatur durch Einsenken in Eiswasser mog- 
lichst niedrig gehalten. Bei der Priiffung mit Rohrzuckerlésung 
zeigte das nach 48 Stunden erhaltene Diffusat noch starke 
invertierende Kraft, ebenso aber auch der Prefsaft im Innern 
des Pergamentschlauches nach 2tagiger Dialyse, wogegen er 
seine Girwirkung auf Zucker bis auf geringe Spuren eingebiibt 
hatte. 20 cem gaben auf Zusatz von 8 g Zucker nunmehr nur 
noch 0,03 ¢ CO,! Die Diffusion der Invertase findet demnach 
auch durch Pergamentpapier selbst im Giirberschen Apparat 
viel zu langsam statt. Dieses Resultat, das sich bei mehreren 
analogen Versuchen gleich blieb, stimmt itiberein mit den in- 
zwischen bekannt gewordenen Versuchen aus Hiifners Labo- 
ratorium von B. Hafner,?) wonach bei 8tiagigem Dialysieren 
einer Invertaselésung unter anhaltender Bewegung des Apparates 
weitaus der grébte Teil des Enzyms in der Innenflissigkeit 
geblieben war, wiihrend das Diffusat nur eine verhéltnismabig 
geringe Menge davon enthielt. 

Nachdem die beschriebenen Dialysierversuche nicht zum 
Ziele gefiihrt hatten, schien eine Trennung der Invertase und 
Zymase noch moglich durch fraktionierte Fallung mit Alkohol. 


1) Buchner und Rapp, Ber, d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXI, 
S. 214 (1898). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLH, S. 1 (1904). 
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Nach den Angaben von O’Sullivan und Tompson!) wird 
Invertase aus wiisserigen Lésungen durch Zusatz von Athyl- 
alkohol bis zu 47°/o bis auf geringe Spuren ausgefiillt, wogegen 
die Abscheidung der Zymase viel grofere Mengen Alkohol er- 
fordert; falls eine volistindige Fallung dieses Enzymes beabsichtigt 
ist, miissen jedenfalls mehr als 4 Vol. Alkohol von 96°/o, wahr- 
scheinlich aber sogar 12 Vol. davon verwendet werden.?) 

50 cem von sehr girkraftigem Hefeprefsaft wurden unter Tur- 
binieren und Eiskithlung in 45 cem absoluten Alkoho! einthefen gelassen 
und, da die flockige Beschaffenheit des reichlichen Niederschlages ein 
Absaugen ausschlof, in einer Zentrifuge mit 3000 Umdrehungen in der 
Minute 5 Minuten lang zentrifugiert. Die tiberstehende Fliissigkeit wurde 
nunmehr von der entstandenen Fillung | abgegossen, letztere zweimal 
mit je 50 cem absolutem Alkohol angeriihrt und wieder abzentrifugiert, 
sodann auf einer Nutsche abgesaugt, zweimal mit 50 ccm absolutem 
Alkohol und endlich mit 50 cem Ather gewaschen. Der Niederschlag 1, 
im Vacuum tiber Schwefelsiure getrocknet, stellt ein rein weifes Pulver 
vor, das in Wasser nur mehr zum Teil léslich ist. Ausbeute: 5 ¢. Vom 
ersten Eingiefen des Prefsaftes in den Alkohol bis zum FEinstellen des 
Priparates ins Vacuum waren 25 Minuten verstrichen. 

Eine Faillung II erhaélt man durch Eintragen der von Fallung | 
abgegossenen Fliissigkeit in viel Alkohol und Ather. Um die Substanzen 
nur mdglichst kurz mit den Fallungsmitteln in Beriihrung zu lassen, 
wurden von neuem 180 ccm desselben Prefsaftes, der zur Herstellung 
der Fillung I gedient hatte, mit 160 ccm absolutem Alkohol gemischt 
und das Ganze wie bei Herstellung der Fallung | zentrifugiert. Der am 
Boden sitzende Niederschlag wurde sodann_ beseitigt, die itiberstehende 
Flissigkeit aber unter Umschiitteln abermals eingetragen in 1300 cem 
absoluten Alkohol - 1400 cem Ather. Die so erzielte Fallung I, von 
der Fliissigkeit durch Abgiefen und Zentrifugieren befreit, zweimal mit 
je 50 ccm Alkohol angeriihrt und abzentrifugiert, dann auf der Nutsche 
noch zweimal mit den gleichen Mengen absoluten Alkohols und hierauf 
mit 50 cem Ather gewaschen, wurde im Vacuum iiber Schwefelsiiure 
getrocknet, schlieflich als ein weifes Pulver erhalten, das in Wasser 
leicht léslich ist. Ausbeute: 3 g. Auch hier hatte die ganze Herstellung 
aus dem Prefisaft 25 Minuten in Anspruch genommen. 


Zur Garkraftbestimmung wurde je 1 g der Fallungen mit 
10 com Wasser angertihrt und unter Zusatz von 1 g Glukose 
und 0,1 ccm Toluol in einem einseitig geschlossenen U-ROhrchen 


‘) Journal of the Chem. Soe., Bd. LVII, S. 928 (1890). 
*) E.u.H. Buchner u.M. Hahn, Zymasegirung, 5. 236, 237 (1903). 
14* 


: 
| 


212 Eduard Buchner und Wilhelm Antoni, 


bei 30° aufgestellt. Fallung | gab nach zwei Tagen iiberhaupt 
noch keine Gasentwicklung, nach 5 Tagen 3 cem Gas, eine 
Menge, die bei weiterem Stehen nicht mehr zunahm: Fallung II 
lieferte dabei nach 2 Tagen 4 ccm Gas, nach 3 Tagen 4,2 ccm, 
womit die Gasentwicklung Deendet war. In beiden Fiillen lieB 
sich demnach nur eine auberst geringe Géarwirkung nach- 
weisen. Wiihrend also die hier angewandten Gesamtmengen 
von Alkohol und Ather auf einmal zugesetzt im allgemeinen 
geniigen, aus dem Prefsaft die ganze wirksame Substanz unter 
vollstiindiger Erhaltung der Garkraft als pulverigen Niederschlag 
auszufiillen,!) konnte bei vorliegendem Versuch weder in der 
noch in der If. Fiillung nennenswerte Girkraft nachgewiesen 
werden. Die Zymase war also entweder infolge der verzOgerten 
Arbeitsweise und der liingeren Berithrung mit wasserhaltigem 
Alhohol zerstért worden oder die Fiillung derselben durch 
Alkohol und Ather beruht mehr auf einem MitreiBen beim 
Niederfallen der groben Mengen von Eiweifkérpern, bei 
der fraktionierten Fillung nicht eintritt, weil die Hauptmenge 
der Kiweibkorper schon bei der I. Féillung niedergeschlagen 
wird, durch so wenig Alkohol, dab ein Niederreifen der 
Zymase noch nicht moglich ist. 

In Fallung Il lieben sich aufSerdem noch betriachtliche 
Mengen von Invertase nachweisen. Dazu wurde 1 g Nieder- 
schlag in 50 ccm einer 13°/oigen Rohrzuckerlosung aufgelost. 
Die Anfangsdrehung betrug 9°15‘; nach 24stiindigem Dige- 
rieren bei 30° war sie auf — 1° zuriickgegangen. Dieser Ver- 
such beweist also, dali noch eine erhebliche Menge Invertase 
vorhanden war. 

Nachdem somit alle Bemiihungen zur Trennung der Zymase 
von der Invertase gescheitert sind, bleibt nur noch die Mdég- 
lichkeit, einen Organismus zur Herstellung des Prefsaftes heran- 
zuziehen, welcher von vornherein keine Invertase enthiilt, um 
auf diese Weise die Zymasewirkung bei Abwesenheit von In- 
vertase zu untersuchen. Herr R. Gaunt hat es tibernommen, 
derartige Arbeiten mit Saccharomyces apiculatus auszuftihren. 


«Die Zymasegirung», S. 237 (1903). 
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Invertase und Zymase bei hohen Zucker- 
konzentrationen. 


Nach Th. Bokorny!) wird die Invertase bei gewOhnlicher 
Temperatur durch hochkonzentrierte Zuckerlésungen  betriicht- 
lich stiirker gehemmt als die Zymase, sodab sehr konzentrierte 
TraubenzuckerlOsungen durch Hefe zwar noch vergoren werden, 
nicht aber ebenso hochprozentige Rohrzuckerlésungen, weil an- 
geblich die hydrolytische Wirkung der Invertase und Spaltung 
der Saccharose nicht mehr eintritt. Diese merkwiirdigen An- 
gaben, welche bereits in die Literatur tibergegangen_ sind,?) 
schienen uns der Bestitigung dringend bediirftig. Bei Bokornys 
Versuchsanordnung mubte, damit die Enzyme mit dem Zucker 
in Reaktion treten konnten, die Trennung der beiden Stoffe 
durch die Zellmembran und den Plasmaschlauch erst  iiber- 
wunden werden. Viel richtiger wiire es daher gewesen, solche 
Versuche mit Hefeprefsaft anzustellen. Ferner ist es wegen 
der Loslichkeitsverhaltnisse der untersuchten Kohlenhydrate (es 
losen sich bei 15° nur etwa 44°,o Traubenzucker,*) wiihrend 
von Rohrzucker bei 15° 66°%/o in Losung gehen,*)) tiberhaupt 
unmoglich, so hochprozentige (z. B. 59 bezw. 74/0) Trauben- 
bezw. Rohrzuckerlosungen herzustellen, wie sie der Autor durch 
Mischen der kristallisierten Zucker mit bis zu einem Wasser- 
gehalt von 70°/o abgeprebter Hefe erhalten haben will. Das 
heibt, die Zucker werden zum Teil ungelOst geblieben sein, 
was in hdherem Grade fiir den schwerer l6slichen Trauben- 
zucker zutreffen wird. 

Die Resultate von Bokorny, soweit es sich um die hoher 
konzentrierten L6sungen handelt, bei denen die fraglichen Unter- 
schiede erst auftreten, sind also nicht mit LOsungen von gleicher 
Konzentration erhalten, sondern mit hochprozentigen Rohr- 
zucker- und weniger konzentrierten Glukoselosungen, und konnen 


Chem.-Ztg., Céthen, Bd. XXVIH, S. 1106 (1903). 

*) E. v. Lippmann, Chemie der Zuckerarten, Bd. I, 5. 1892 (1904). 

*) Vergl. E. v. Lippmann, Chemie der Zuckerarten, Bd. I, S. 266 
(1904). 

Vergl. ebenda, Bd. Il, S. 1088. 
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daher tiberhaupt nicht verglichen werden. Dazu kommt noch, 
dafi nach den in der Literatur vorliegenden Angaben Trauben- 
zuckerlosungen nicht fadenziehend und weniger ziihfliissig sind 
als gleichprozentige Rohrzuckerlosungen,!) was fiir die Ge- 
schwindigkeit von Enzymwirkungen von EinfluB sein  diirfte. 

Wir haben nun, soweit es die Loslichkeitsverhiltnisse 
der beiden Zucker zulassen, in Prefsaft moglichst viel davon 
aufgelOst, aber bei gleicher Konzentration beider Zucker keine 
wesentlichen Unterschiede zwischen Rohr- und Traubenzucker 
konstatieren kénnen (Versuch lund Il). Nimmt man dagegen solche 
Mengen, dai zwar der Rohrzucker, jedoch nicht der Trauben- 
zucker ganz in LOsung geht, dann allerdings tritt, wie Bokorny 
beobachtet hat, mit Traubenzucker die Girung rascher ein 
(Versuch TID. -— Das entwickelte Kohlendioxyd wurde volu- 
metrisch bestimmt, in einem dem Haydueckschen?) ahniichen, 
aber viel kleineren und mit Quecksilber als Sperrfliissigkeit 
beschickten Apparat. 

In je LO cem frischen Prefisaft wurden 5 g feingepulverter 
Trauben- bezw. Rohrzucker eingetragen. Bei 22° entwickelten sich nach 
45 Minuten in beiden Fillen 20 cem CO,. Die Kélbchen waren in 
Wasser getaucht, um die Temperatur gleichmifiig zu halten. Uber- 
siittigungserscheinungen wurden durch hiufiges Schiitteln der Kélbchen 
unter Druckverminderung durch Senken des Quecksilbergefiifhes verhindert. 
Bei dieser ungefiihr 33° oigen Loésung war also in Ubereinstimmung mit 
Bokorny ein Unterschied zwischen beiden Kohienhydraten nicht zu 
bemerken. Die beiden Zucker gingen im Laufe des Versuches_ voll- 
kommen in Lésung. 

Il. In je 10 com Prefisaft wurden & g Trauben- bezw. Rohrzucker 
eingetragen und bei 22° aufgestellt. Nach 2's Stunden war beim Ver- 
suche mit Traubenzucker noch keine vollstaéndige Lésung eingetreten 
und 12 cem CO, entwickelt. Der Rohrzucker hatte sich dagegen bald 
nach Beginn des Versuches gelést und 10 cem CO, geliefert. Der Trauben- 
zucker war auch nach 24 Stunden noch nicht ganz gelést; es dauert 
demnach sehr lange, bis sich die mégliche Héchstkonzentration von 


etwa 44°0 herstellt. 
Ill. In je 10 com Prefisaft wurden 10 g feingepulverter Trauben- 


') Vergl. E. v. Lippmann, Chemie der Zuckerarten, Bd. I, S. 266 
(1904). 

*) Vergl. P. Lindner, Mikroskopische Betriebskontrolle, S. 263 
(Berlin 190). 
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bezw. Rohrzucker eingetragen. Nach t'/:Stunden bei 22° und hautigem 
Schiitteln war der Rohrzucker bis auf Spuren gelést. vom Trauben- 
zucker mochte schitzungsweise ungefiahr die Hiilfte ungelést gebheben 
sein. KEntwickelt waren bei Traubenzucker 20 cem CO,, bei Rohrzucker 
6 ccm. Da aber ersterer tiberhaupt nur zum Teil in Lésung gegangen 
war, sind die Versuche bei verschiedenen Zuckerkonzentrationen aus- 
gefiihrt worden und haben keine Beweiskraft in dem von Bokorny ge- 
wollten Sinne. 

SehlieBlich haben wir noch versucht, ob in konzentrierten 
RohrzuckerlOsungen nach Zusatz von Prebsaft Invertierung 
nachzuweisen ist. In 10 ecm Wasser wurden 20 g Rohrzucker 
gelést und sorgfiiltig 0,2 ccm frischer Hefeprebsaft darunter 
gemischt. Das Drehvermégen der Losung betrug nunmehr 
57915‘. Nach 5 Stunden Stehen bei Zimmertemperatur war 
es auf 55°, nach 24 Stunden auf 46° zuriickgegangen, womit 
die Wirksamkeit der Invertase auch in dieser etwa 66°/oigen 
Rohrzuckerl6sung bewiesen ist. 

Diese Ergebnisse stimmen iiberein mit Beobachtungen 
Hayducks,!) welcher in 70°/oiger Saccharosel6sung Géarung 
festgestellt und den gebildeten Alkohol bestimmt hat. Es 
miissen demnach in dieser hoch konzentrierten Losung sowohl 
die Invertase, wie die Zymase ihre Wirksamkeit entfaltet haben. 


Giirkraft von zerriebener Acetondauerhefe. 


Damit die Gérwirkung von Dauerhefe auf ZuckerlOsungen 
zustande kommen kann, muf erst Fliissigkeit in das Innere 
der Zellen hineindiffundieren, dort die Zymase in LOsung iiber- 
fiihren und mit gleichfalts durch Diosmose in die Zellen ge- 
langtem Kohlenhydrat in Beriihrung bringen. Man konnte 
demnach vermuten, dab von der Zellmembran betreite, zer- 
riebene Dauerhefe viel schnellere Zerlegung einer ZuckerlOsung 
bewirken wiirde. Einige Versuche (s. Tabelle IIl) haben aber 
gezeigt, dai das Gegenteil der Fall ist und mit zerriebener 
Dauerhefe immer eine Verzogerung der Garwirkung auftritt, 
die sich nach mehreren Tagen der Wirkung allerdings aus- 
gleicht, so da nach 96 Stunden der Gesamteffekt der zer- 


1) Vergl. Hanow, Chem.-Zeitg., Céthen, Bd. XXVIII, S. 684 (1904). 
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riebenen Dauerhefe meistens der niamliche (oder im letzten 
Versuch sogar grofer) ist, wie von dem unzerriebenen Priiparate. 
Der Durchtritt des gel6sten Rohrzuckers durch die Zellmembran 
der Acetondauerhefe findet demnach so rasch statt. daB damit 
keine merkbare VerzOgerung der Giirwirkung verbunden ist. 


Tabelle 


Giirkraflt von zerriebener Acetondauerhefe. 


Je 2 g¢ Dauerhefe -+- 4 g Rohrzucker +- 10 ccm Wasser 
+. 0.2 cem Toluol. 22° 
ver Kohlendioxyd in Grammen 
Nummet Acetondauerhefe 

Datum des nach Stunden 
Versuches D4 4g | 72 | 96 
April 1903 nicht zerrieben 045 0,78 O85 | O85 
2 046 0.78 O85 O85 
3 zerrieben 0.65 O80) O85 
034 0,65 0.82. 0.88 

| | | 
Noveinb. 1903 nicht zerrieben 042 0.63 0.68 
2 » O43 0.65 O68 0.69 
3 zerrieben 033 0.56 0,67 0.70 
4 0.33 | 0.57 | 0.68 | 0.70 
3. Marz 1905 nicht zerrieben 0.29 045 | 0.61 | 0.69 
2 0.28 046) 0.69 
3 zerrieben 0.26 049 0,69 0,78 
4 (),26 | 0.46 | 0.66 0,75 


Die Zerreibung hatte bei diesen Versuchen in einer Reib- 
schale mit der stattgefunden und der mikro- 
skopischen Untersuchung bei halbstiindiger Dauer zu vollstindiger 
Zertriimmerung von etwa einem Drittel der Zellen gefiihrt. Da 
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bei dieser Anordnung withrend des Zerreibens infolge von 
kriiftigem Aufdriicken des Pistilles mit der Hand értliche Uber- 
hitzung des Praparates zu befiirchten war, wie denn tatsiéch- 
lich beim Zerreiben von Sand in einer Porzellanschale unter 
Umstinden ein brandiger Geruch auftritt, aihnlich dem bei An- 
schlagen von Feuerstein, wurde bei zwei weiteren Versuchen 
(s. Tabelle IV) die Pulverisierung mit einer kleinen Zerreibungs- 
maschine?) vyorgenommen. einer horizontal rotierenden 
Porzellanschale (150 Touren in der Minute) wurden je 4¢ 
Dauerhefe durch einen geradlinig hin- und hergehenden Stébel 
von 1750 g Gewicht zerkleinert. Bei der Unterbrechung nach 
4) Minuten ergab die Priifung unter dem = Mikroskop, dab 
schitzungsweise die Hiilfte der Zellen vollstiindig zertriimmert war. 

Ferner tauchte die Vermutung auf, dab die Schiidigung 
der Zymase in der zerriebenen Hefe am Anfang der Versuche 
vielleicht auf direkte Bertihrung mit dem Wasser bezw. der 
Zuckerl6sung beruht, wahrend dieses Enzyin bei der unver- 
letzten Dauerhefe unter dem Schutze der Zellmembran im 
Innern der Zeilen in einer verhaltnismabig konzentrierten LOsung 
von Kolloidstofien besser zu wirken vermag. Kolloidal geléste 
Stoffe, auch solche anorganischer Natur, scheinen ganz. all- 
gemein durch die Gegenwart anderer WKolloidstoffe vor dem 
Ausflocken bewahrt zu werden.?) Wir miissen in dem Aufbau 
der héheren Organismen in Zellen eine Art von Schutzvor- 
richtung ftir die Bestiindigkeit kolloidaler Losungen in den- 
selben erblicken. In Beriicksichtigung dieser Umstiinde wurde 
nun zerriebene und unzerriebene Dauerhefe in frischen Hefe- 
preBsaft eingetragen und unter Zuckerzusatz die Giirkraft be- 
stimmt. Aber obwohl auf diesem Wege auch fiir die zerriebene 
Dauerhefe der notige Schutz durch Kolloidstoffe gewihrleistet 
war, haben wir wiederum regelmabig eine geringere Wirkung 
des gepulverten Praparates innerhalb der ersten 24 Stunden 
erhalten, die sich bei mehrtagiger Versuchsdauer  allerdings 


Siehe «Die Zymasegiérung», 5. 61 (1903). 

2) Vergl. C. Paal, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, 5. 2209 
(1902), woselbst auch weitere Literaturangaben. Siehe ferner J. Meisen- 
heimer, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 521 (1903). 
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dann ausglich. Es tritt also durch das Zerreiben der Dauer- 
hefe eine meistens voriibergehende Schadigung der Girkraft 
ein, gleichgiltig ob die Dauerhefe nur mit reiner Zuckerlésung 
oder mit gezuckertem Hefeprefsaft, also einer Kolloidldsung, 


iibergossen wird. 


Die spezielle Anordnung der zwei Versuchsreihen der Tabelle IV 
war folgende: Zuniichst wurde die Giarkraft des verwendeten Prefisaftes 
Nr. | und 2) und der verwendeten Acetondauerhefe in unzerriebenem 
Nr. 5 und 4), sowie in zerriebenem Zustande (Nr. 5 und 6) bestimmt, 
endlich die Giirkraft der nimlichen Dauerhefe nach Eintragen in Pref- 
saft, ohne (Nr. 7 und 8) und nach Zerreibung des Priiparates (Nr. 9 
und 10). In allen Fiillen wurden zwei Parallelversuche ausgefiihrt. Es 
empfahl sich, jedesmal nur LO ccm Prefisaft und 1 g Dauerhefe zu be- 
nutzen, da bei der vereinigten Wirkung beider sonst, wie Vorversuche 
lehrten, infolye zu lebhafter Blasenbildung leicht Uberschiumen eintritt. 
Um selbst im Falle Ubersteigens geringer Schaummengen die Versuche 
zu Ende fiihren zu kénnen, wurden bei Nummer 7—10 an die Versuchs- 
kélbchen noch leere Kélbchen angeschlossen, diese erst mit dem Schwefel- 
siiuregirverschluf§ versehen und mitgewogen. Nach Beendigung der Ver- 
suche wurde durch alle Kélbchen noch getrocknete Luft geleitet, um 
das angesaminelte Kohlendioxyd zu entfernen. 


Kinwirkung verschiedener Stoffe auf die Garkraft 
des HefepreBbsaftes. 


Im Anschlu$ an frithere iihnliche Versuche soll im folgen- 
den iiber die Einwirkung von Formaldehyd, Natriumfluorid, 
Chininchlorhydrat, Alkohol und Aceton berichtet werden. 


Formaldehyd 


unterdriickt schon bei Zusétzen von 0,04°/o die Garung durch 
Hefe.!) Es schien deshalb méglich, dab geeignete Konzentrationen 
dieses Stoffes, welche das Wachstum und die Girtatigkeit der 
Hefe bereits verhindern, fiir die Zymase nur wenig Schadigung 
mit sich bringen. 


') ClufK und Felber. Zeitschrift fiir Spiritus-Industrie, Bd. XXI, 
S. 29 (1898); Fliigge, Mikroorganismen, Bd. I, S. 464. 
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Tabelle IV. 
Girkraft von zerriebener Acetondauerhefe bei Zusatz 


von Hefeprebsaft. 
Je 10 ccm Prefisaft (bezw. 1 g Dauerhefe, zerrieben oder unzerrieben, 


+. 10 ccm H,O) + 4 g Rohrzucker -++ 0,1 cem Toluol. 22°. 
Nr Dauerhefe | Kohlendioxyd in Grammen 
nach Stunden 
des Pref- m § | 
Datum Ver- | saft nicht | Luftdurch- 
zer- | ver. | | 48 | 72 leitung 
com com | rieben ohne) mit 
0.1.05} 1 | 10 | 0 10,47| 0,68 | 0,73 | 0,74! 0.78 
2 10 0 0 | 0 1047 0,68 0.73 0.74 0,78 
3 0) 10 0 1019 0,33) 041 046 048 
4 0 10 0 | [020/032 041 046 048 
5 0 10 I | 0 0,10 | 0,19 | 0.25 0.29 033 
6 0 10 021/027 032 0,36 
7 1 10 0 0 1 101 1.05 1,06 1.14 
8 10 () 1,00, 1.03 1,04 1,12 
9 | 10 0 1 | 0 40,72 | 0.99 1,06 1,07) 1,15 
10 | 10 | 0 [0,73 1,07 1.09) 1,17 
3.1.05} | 10 O 0 | 0 1043 0,69 0,760.77 081 
21 10 | 0 | 0 ]042/068 0,76 0,78) 0,82 
3 | 0 | | 030 038/043 0,47 
4 0 10 0 0.33 0.43 0,46 0,50 
5 0 10 1 0 0.26 034) 040) 044 
610 10 10,13. 0.25 | 0,35 0,41 | 0,45 
7 {| to | | O [O74 1,01 1,05 1,05) 1,13 
8 | 10 0 0 10,73 0.98 1,01 | 103141 
9 10 0 1 0 10,68 0,99) 1,03) 1,04 1,12 
10 10 0) 1 1,02 | 1,02 1,02) 1.10 
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Uber die Einwirkung dieses Antiseptikums auf giirenden 
PreBsaft liegen bis jetzt nur!) einige Angaben von A. Wréblews- 
ki?) vor, wonach Zusatz von 0,05°/o Formaldehyd die Gir- 
wirkung des Saftes auf von 0,25°/o Formaldehyd un- 
gefiihr auf ‘4/100 herabdriickt. Unsere Versuche ergaben, daf 
diese Zahlen, die mit Prefsaft von sehr geringer Girwirkung 
ermittelt sind, fiir emigermafen garkriiftigen PreBsaft nicht 
zutretfen. Wir haben bei einer Reihe von Parallelversuchen 
O,12 bezw. O,18 bezw. 0,24°/o Formaldehyd (berechnet auf die 
Menge des Saftes) zugegeben und dadurch = schrittweise Ab- 
nahme der gesamten Girkraft bewirkt, die aber durch 0,12 °%/o 
nur durch 0,24°/o betrug. Immerhin entwickelten 
auch bei Zusatz von 0,24°/o Formaldehyd, einer Menge, die 
das Wachstum von lebenden Organismen sicher ausschlieBt, 
umsomehr, als auberdem noch 1°/o Toluol zugesetzt war, 20 cem 
Salt 0,8—0,5 CO,. 

Formaldehyd hat demnach auf empfindliche Enzyme keine 
sehr starke Einwirkung und diirfte in manchen Fiillen als 
brauchbares Antiseptikum Verwendung finden kOnnen. In der Tat 
haben z. B. Versuche von M. Delbriick und F. Rothenbach?) 
auch gezeigt, dai diese Substanz ein geeignetes Brennereianti- 
septikum behufs Unterdriickung von Spaltpilzen darstellt. 

') Die wenigen Versuche von A. Macfadyen. Morris und 
Rowland zu dieser Frage (s. Ber. d. D. chem. Ges., Bd. XXXII, S. 2782 
(1900)) sind, weil mit schlecht wirkendem PreBsaft und wahrscheinlich 
ber Gegenwart von Bakterien ausgefiihrt, wie der eine von uns nach- 
weisen konnte (Buchner, ebenda XXXII, S. 3311 (1900)), so wenig 
zuverlissig, dafs sie am besten unberiicksichtigt bleiben. Macfadyen 
hat sich dieser Kritik iibrigens spiiter selbst angeschlossen (Verhandl. 
Ges. d. Naturforscher und Arzte, 1904, Bd. I, S. 235) und Harden und 
Young kamen bei direkter Nachpriifung einer Reihe von Versuchen der 
genanntén Forscher auch zu vollsténdig anderen Resultaten (Ber. d. D. 
chem. Ges., Bd. XXXVII, S. 1052 (1904)). 

?) Journ. f. prakt. Chem. (2), Bd. LXIV, S. 17 (1901). 

*) Maercker-Delbriick, Spiritusfabrikation, Berlin 1903, S. 667. 
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Tabelle V. 


Garwirkung des Prefsaftes bei Zusatz von 
Formaldehyd. 


Je 20 ccm Saft 1,2 Formaldehydlésung (von 4°/o) bezw. Wasser 
+. 8 g Rohrzucker -++ 0,2 cem Toluol. 22°. 
Kohlendioxyd in Grammen 
nach Stunden 


Zusatz von 


Datum Formaldehyd : | | | 
| 4oige Wasser 24 | 48 | 72 96 
% Lésung | | | 
ecm ecm 
| 
28. X. 04 012 O06 | O06 0,26; — | 052 | 0,53 
012 O06 06 023 | — | 051 | 0.53 
018 | | 08 | oat | — | 044) 0,45 
018 | | O, 021 — | 043) 044 
0,24 | 12 | O O16 | O86 037 
024 | 1,2 0,16 | — | 0,35 0,36 
4. XI. 04 o | | — 040) 040 044 
0 0 | 0 — | 039) 0,40 | 0,41 
012 06 06 | — 033 0,35 
012 | 0,6 06 — | 0,32 | 0,33 0,33 
018 09 | 038 | — | 028) 030) 0,30 
018 | 0,9 — | 027) 0,29 0,30 
| 
024 | 12 | O — | 0241 027 | 030 
024 12 | 0 — | 0,26 | 0,27 
22. 04 | o | 12 | 4,08} 112) — 
0 | | 1,2 091 107) 110° — 
012 | o6 | 06 | 0,77! 089| 092) — 
012  O6 O06 0,74 | 0,87) 090) — 
018 O09 | OB 058 | 0,71; — 
0,18 | 09 | OB 0,60 | 0,73 | 0,75; — 
024 12 | 0 039 047 050) — 


(),24 | 038 | 045 049) — 
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Tabelle VI. 
Giarwirkung des Prebsaftes bei Zusatz von 
Natriumfluorid. 


Je 20 ccm Saft + 8 g Rohrzucker + 0,2 ccm Toluol. 22°. 
— 


Zusatz von Kohlendioxyd in Grammen 
Datum Natriumfluorid nach Stunden 
% | ¢ 24 48 72 
31. 1. 05 0 | 0 1,37 | 1,74 _ 
| 0) 1,33 1,75 
05 | 003 | 004 
0.5 | 0,1 0,02 0,04 
1.0 0.2 0,03 | 0,09 _- 
| 
2.0 0.4 0,02 | 0,04 
7.1. 05 oO | 0.94 1,19 1,27 
0 | oO 1,00 1,27 1,30 
05 Of 0,05 0,14 0,15 
05 0.05 O11 0,16 
1,0 0.2 0,02 0,04 0,04 
1.0 02 0,01 0,01 0,01 
20 0,02 0,02 0,02 
2.0 04 0,02 (),02 (),02 
Natriumfluorid 


in einer Konzentration von 1—2°/o schtitzt gegen Bakterien- 


wachstum, !) 


Wirkung von Mengen von 0,5—2°/o ergaben. 


633 (1904). 


Uber die Einwirkung von Fluoriden auf Zucker- 
giirung durch HefepreBsaft lagen bisher nur einige qualitative 
Versuche mit Ammoniumfluorid?) vor, welche eine hemmende 
In Tab. VI 


') Vergl. z. B. Portier, Ann. de Vinst. Pasteur, Bd. XVIII, 5. 


*) KE. u. WH. Buchner u. M. Hahn, Die Zymasegirung, S. 184. 
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sind nun quantitative Versuche mit Zusatz von Natriumfluorid 
(von C. A. F. Kahlbaum bezogen, sich in Wasser mit 
stark alkalischer Reaktion) in iihnlichen Konzentrationen mit- 
geteilt, welche die auberordentlich groBbe Schiidlichkeit dieses 
Salzes fiir die Wirkung der Zymase bestiitigen. Dieser Sach- 
verhalt muf auffallend erscheinen, weil nach dem Verfahren 
von Effront bei der Vergiirung der Maische in dem Brennerei- 
betrieb hiufig Fluoride zugesetzt werden.!)  Allerdings ist die 
dabei angewandte Menge, z. B. 0,05°/o Aluminiumfluorid, eine 
betriichtlich geringere und Zellmembran nebst Plasmaschlauch 
schiitzen wohl die Zvymase in den lebenden Zellen vor zu 
starker Einwirkung der Antiseptika. Da sich bei unserer ersten 
Versuchsreihe das Natriumfluorid nur langsam im Prefsaft auf- 
léste, wurde es fiir die zweite Serie vorher besonders sorg- 
fiiltig gepulvert. 


Chininchlorhydrat. 


Nach Angaben von Fri. O. Grigoriew?) erhdht Zusatz 
von salzsaurem Chinin die Einwirkung von Acetondauerhefe 
auf Rohrzuckerlésung. Diese interessanten Versuche geben 
jedoch infolge ihrer Anordnung keinen Aufschlub iiber die Ge- 
samtmengen von Kohlendioxyd, die mit oder ohne Zusatz des 
Salzes entwickelt werden, sondern nur tiber den Verlauf des 
Giirungsvorganges in einzelnen Zeitriumen. Wir haben sie 
deshalb mit Hefeprefsaft unter Anwendung unseres gewohn- 
lichen Verfahrens unter Bestimmung des Kohlensiureanhydrids 
durch Gewichtsverlust wiederholt und tatsiichlich auch eine, 
wenngleich geringe, Verstiirkung der Giirwirkung bei Zusatz 
von 0,05°/o Chininchlorhydrat (Kahlbaum) beobachten konnen. 
T. Gromow#) hat ermittelt, dab es sich dabei um eine 
hemmende Wirkung des Chininsalzes auf den ungtinstigen Ein- 
des proteolytischen Enzymes fiir die Zymase handelt. 
Damit stimmt iiberein, dab nach unseren Versuchen die hoheren 
') Vergl. Maercker-Delbriick, Spiritusfabrikation, Berlin 1903, 
S. 666. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 5. 323 (1904). 

5) Ebenda, XLII, 5. 309 (1904). 
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CO,-Zahlen bei Zusatz von 0,5°/o des Salzes auch erst nach 
langerer Girwirkung in die Erscheinung treten. Bei Zusatz 
von 1°/o Chininchlorhydat ist das Maximum der giinstigen 
Wirkung offenbar schon wieder iiberschritten. Da 0,18°/o 
Chininchlorhydrat das Wachstum des Staphylococcus pyogen. 
aur. behindern,!) diirfte ein 1°/oiger Zusatz dieses Mittels, zu- 
mal bei Gegenwart von Toluol, die Abwesenheit von allen 
Mikroorganismen sicher verbiirgen. Die Versuche bilden dem- 
nach eine weitere Bestatigung, dab es sich nicht um die Wirkung 
von Mikroorganismen oder lebenden Protoplasmasplittern handelt. 
Tabelle VII. 
Gairwirkung von Acetondauerhefe hei Zusatz von 
Chininehlorhydrat. 


Je 2 ¢ Acetondauerhefe -! 10 cem H,O + 4g Rohrzucker 
+. 0,2 Toluol. 22°. 


Zusatz von Chinin- 
R chlorhydrat ohlendioxyd in g nach Stunden 
atum 
% | g 24 48 | 72 | 96 | 120 | 144 
| | | 
22. XI. 04 i 0,70 | 0,88 | 0,94 0.97 1,00 
| 
0 | 034) 069 0.85 0,90 | 0,90 0.91 
| | | 
05 | 0,05 0.35 | 0,71 107) 141 | 113 
| 
0.5 0.35 0,70 | 0.92 | 1,06) 1,09 | 1,12 
10 Od | 033 0.66) 083 0.99) 1.04) 1,06 
10 | O41 | 0.82) 062 081 | 0.97 | 1.02 | 1,04 
10.1051 0 0,65 0,96 1,05 | 1,09) 1,09 | 1,10 
0 0,69 1,00 | 140} 113 | 114) 114 
0.5 0,05 0,64 | 094} 1,06} 144) 118 1.20 
0.5 0,05 0,65 | 0.97 108} 1,45 | 1417 | 117 
1,0 0,1 0,55 081 | 091 | 0,96 | 0,98 | 0.99 
10 0,1 0,57 0.84 | 0,95 | 1,02 | 1,08 


') Fliigge, Mikroorganismen, Bd. |, 8. 472; vgl. ferner Duclaux, 
Mikrobiologie, Bd. Ill, S. 492. 
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Zusatz von Athylalkohol 


zu garendem Prefsaft ist bisher nur in einigen wenigen Fiillen 
versucht worden, welche im allgemeinen schiidlichen EinfluB 
ergeben haben.!) Es liegen nunmehr umfangreichere Versuche 
vor (s. Tab. Villa. f. 5.), welche die schrittweise Abnahme der Giir- 
kraft mit steigendem Alkoholzusatz erkennen lassen. Diese betrug 
bei Zusatz von 6° o Alkohol bei einem Versuch !/5 der Gesamt- 
girleistung, bei zwei weiteren noch weniger. Das Zusetzen des 
Ailkohols wird durch Eintropfen in den fortwiihrend bewegten 
Saft bewerkstelligt, wobei sogleich geringe Triibungen auftreten, 
die im Verlauf der Garung sehr bedeutenden Umfang annehmen. 
Eine Begiinstigung der Zyvmasewirkung durch Zusatz von 5°/o 
Athylalkohol, wie sie Frl. Grigoriew2) beobachtet und auf 
Hemmung der schiidlichen Endotryptasewirkung zuriickgefiihrt 
hat, konnten wir nicht nachweisen. Bei Zusatz von 10 bezw. 
14°/o Alkohol geht die Giirwirkung auberordentlich, niimlich 
auf ungefithr 1/2 bezw. herab, bleibt aber immerhin 
noch deutlich nachweisbar. Bei der Gérung durch lebende 
Hefe steigt der Alkoholgehalt im Hochstfalle auf 14—15°/o,%) 
worauf die Einwirkung auf den Zucker aufhort. 


Aceton. 


Bei der Darstellung von Dauerpraparaten durch Eintragen 
abgeprebter Hefe in Alkohol und Ather hat sich der Ersatz 
des Alkohols durch Aceton sehr bewiihrt, indem es aul diesem 
von RK. Rapp aufgefundenen Wege leichter gelingt, stark giir- 
kriiftige Dauerhefe zu erzielen.t) schien deshalb wahr- 
scheinlich, Acetonzusatz die Giirwirkung des Prebsaftes 
weniger schadigt, als der Zusatz von Alkohol, eine Vermutung, 
die sich aber, wie Tab. IX: zeigt, nicht bestiitigt hat. Im 
Gegenteil wirkt (bei den angewandten Mengen) Aceton, das 
im Prebsaft tihnliche Triibungen hervorruft, wie der Alkohol, 
schadlicher als letzterer. 


«Zymasegiirung», S. 174 (Miinchen 1903). 3S. ferner A. Wrob- 
lewski, Journ. f. prakt. Chem., Bd. LXIV, S. 22 (1901). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 323 (1904). 
*) Vergl. E. Duclaux, Mikrobiologie, Bd. 1, S. 239. 
*) «Zymasegirung», S. 265 (1903). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. 1d 
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Tabelle VIII. 


Giirwirkung des PreBsaftes bei Zusatz von Athy!- 


alkohol.) 
Je 20 ccm Prefsaft +- 8 Rohrzucker 0,2 cem Toluol. 22°. 
Zusatz Kohlendioxyd 
Datum von Alkohol in Grammen nach Stunden 
eem 24 | 48 72 | 96 
| | } 
3. O4 0 0 — | 050 
0.5 0,1 — | 0,48 
| O48 | 050 | 
20 | Of — | 0,9 050 | = 
4.0 0.8 | 049 | O54 | — 
| | 
6,0 12 — | 049 | 
8. XII. 04 0 0 054 | 077 0,82 
0.1 0.56 0,76 — | 
1.0 0.2 0,52 0,70 — | 077 
20 0,55 0,72 —~ | 
4.0 0,50 0.67 | 0,71 
60 12 050 | O67 | 0,70 
10, 1.05 0 0 068 | 094 | 105 | 107 
20) O4 0,67 O88 0.99 1,00 
j | | 
6,0 12 058 0,78 | O85 087 
9105 | 0 0 
20 026 | | O44 | — 
| | | | 
28 O13 0.17 | O17 
71.0/ o | 097 | 1292 | 198 | — 
j ? 
20 049 | 063 0.66 
2.8 0.29 0,35 0.36 


‘) Die angegebenen Zahlen stellen das Mittel von je zwei Parallel- 
versuchen dar, zwischen welchen die Maximalschwankung nicht mehr 
als 0,04 betrug. 
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Tabelle IX. 
Girwirkung des Prebsaftes bei Zusatz von Aceton.!) 


Je 20 ccm Prefisaft -+- 8 g Rohrzucker +- 0,2 cem Toluol. 22°. 


Zusatz Kohlendioxyd 
Datum von Aceton in Grammen nach Stunden 
 cem 24 4S | 72 | 
| | 
10. 1. 05 0,68 09% | 105 107 
20 064 085 | 093 | 095 
60 | 12 0,54 071 | 078 | 080 
| 
9.1.05 0 061 | O87 | 
10,0 20) 0.23 030 | 034 sap 
14,0 2.8 012 0.13 
Anhang: 


E. Buchner, Entgegnung an Herrn Hugo Fischer. 


Verschiedene von Hugo Fischer in Bonn iiber Enzyme 
und Protoplasma vor einiger Zeit gediuBerte Ansichten?) machen 
meinen Widerspruch notwendig. Dieser Autor betrachtet noch 
immer ganz allgemein die Enzyme als «lebend», eine Anschauung, 
welche unter den jetzigen Naturforschern  gliicklicherweise nur 
mehr vereinzelte Vertreter finden diirfte.*) Die Enzyme sind 
wahrscheinlich bestimmte chemische Stoffe (sog. chemische 
Verbindungen); es spricht wenigstens keine bisher erkannte 
Tatsache gegen eine solche Auffassung. Auch H. Fiseher 
iuBert die Meinung, dai «die Zymase vielleicht ein einheit- 


1) Die Zahlen sind Durchschnittswerte von je zwei Parallelver- 
suchen. 

*) Zentralblatt f. Bakt, I. Abt., Bd. X, S. 452 (1903). 

3) Solches laf sich aus dem Verhalten der Herausgeber von Lehr- 
biichern zu dieser Frage leicht beweisen. Es nénnt z. B. Alfred 
Fischer in seinen Vorlesungen iiber Bakterien (2. Aufl., Jena 1903, 
S. 206, 207) das Enzym klar und deutlich «einen chemischen, vom 
lebenden Organismus erzeugten Kérper» und «trotz mancher an lebende 
Wesen erinnernden Eigenschaften ein lebloses Produkt». 
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licher Kérper sein kénnte.« 1) Wenn nun die Enzyme nach 
dem gleichen Autor als lebend betrachtet werden sollen, miBbte 
es lebende chemische Molekiile geben. «Lebend» und chemisch 
aktiv wiiren dann identische Begriffe; labile Korper wie Ozon, 
Aldehyde, Kaliumpermangénat kénnten als lebend aufgefabt 
werden. Es gibt aber aufer chemischen Verbindungen und 
abgesehen von den Elementen noch eine dritte Klasse von 
Kérpern, was H. Fischer anscheinend iibersieht,?) néamlich 
die Gemenge, welche aus verschiedenen chemischen Stoffen 
zusammengesetzt sind. «Lebend» konnen nur Gemenge sein, 
denn nur durch die Wechselbeziehungen zwischen den ver- 
schiedenen chemischen Stoffen kommen jene Erscheinungen 
zustande, deren Gesamtheit man als Lebensvorgiinge bezeichnet. 

Die tibrigen kleinen Angriffe des Herrn H. Fischer sind 
rein dialektischer Art; ein Eingehen darauf halte ich nicht fiir 
notig, 


a. a. 0., 5. 406. 
*) a. a. O., 5S. 456 oben. 
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Uber die Oxydation von Leim und Hiihnereiwei8 mit 
Calciumpermanganat. ' ) 
Von 


Dr. John Seemann, 
Privatdozent und Assistent am Institute. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Marz 1905.) 


Zum Zweck der Erforschung seiner Konstitution mubte 
man das komplexe Eiweiimolekiil in einzelne Stiicke zerlegen, 
welche man chemisch bestimmen kann; es ist klar, dai man 
bei einer mOglichst energischen Zertriimmerung, welche bis zum 
Auftreten kristallinischer Produkte von bekanntem oder erkenn- 
barem Bau fiihrte, zuniichst weiter kommen mubte als mit 
gelinder Spaltung, wobei man Produkte erhiilt (Albumosen, 
Peptone), die mehr oder weniger dem intakten Eiweif noch 
gleichen. Erst nachdem man die gropfte Zahl der einfacher 
gebauten Spaltungsprodukte und ihre Konstitution kennt und 
womoglich quantitativ fiir die emzelnen Kiweibkorper bestimmt 
hat, wird man daran denken kénnen, mit Hilfe dieser Tat- 
sachen auch die bei «stufenweisem Abbau» anfangs erhaltenen, 


') Diese Arbeit war unternommen worden zur Bewerbung um den 
Preis der Kiilz-Althoffstiftung. welche die Aufgabe gestellt hatte: 
«Es soll untersucht werden, ob durch Spaltung von Eiweifkérpern mit 
oxydierenden Mitteln weitere Beitrige zur Aufklirung der Konstitution 
der Eiweifk6rper erhalten werden kénnen.» 

Der Arbeit ist der Preis zuerkannt worden. Sie kommt mit gering- 
fiigigen Abinderungen in der Form zum Abdruck, wie sie im September 
vorigen Jahres eingereicht worden ist. Auf die seitdem erschienene Lite- 
ratur (Kutscher und M. Schenck, Otori, v. Firth) kann darum nicht 
mehr Riicksicht genommen werden. 

sci der Ausfiihrung der experimentellen Untersuchung wurde ich 
im Anfang von Herrn Prof. Dr. F. Kutscher mit Rat unterstitzt. 
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komplizierteren Spaltungsprodukte und deren Sprengstiicke fiir 
die Erkenntnis der Eiweiikonstitution zu verwerten. 

Die Mittel, welche zur Spaltung des Eiweibes zur Ver- 
fiigung stehen und zu diesem Zwecke verwendet wurden, sind 
verschiedener Art. Die Erfahrung hat gelehrt, dab die zwar 
auch griindlich spaltende, aber doch schonendste Art der Be- 
handlung die Spaltung mit siedenden Siiuren oder iihnlich wir- 
kenden Verdauungslermenten (Trypsin) ist, schonend insofern, 
als kein Verlust!) an Substanz bei den Manipulationen eintritt, 
in dem alle Spaltungsprodukte sich in dem Reaklionsgemisch 
vorfinden, in dem, wie man anzunehmen berechtigt ist, keine 
Zerstorung der Kohlenstoffketten erfolgt und andererseits auch 
die Bindung des Stickstoffs am Kohlenstoff gréHtenteils erhalten 
bleibt: nur der lockere Amidstickstoff (—CO .NH,) scheint ab- 
gesprengl zu werden: aber das gebildete Ammoniak bleibt in der 
spaltenden Siiure gebunden. Diese iilteste Art der Spaltung ist 
also als eine einfache hydrolytische anzusehen und fiir die 
quantitative Erforschung der Kiweifzusammensetzung mub diese 
Methode die mabgebende und souveriine bleiben. 

Die Beobachtung, dab manche Siiuren, z. B. Salzsiiure 
und Schwefelsiure, eine etwas verschiedenartige?) Spaltung, 
wenlgstens nach quantitativer Riehtung hin bewirken, kann als 
Uberleitung verwendet werden zur Betrachtung einer Reihe 
anderer Spaltungsmittel. Diese letzteren haben das gemeinsam, 
dafi einerseits bei ihrer Verwendung Verluste an Substanz 
kaum zu vermeiden sind, welche durch Entweichen von gas- 
formigen Spaltungsprodukten (NH,, CO,, HCN usw.) eintreten, 
und dali dabei andererseits neben der Spaltung oder vor der 
Spaltung sekundiire Veranderungen an den erhaltenen Produkten 
mit unterlaufen. Diese Mittel, und dazu gehoren die oxvydierenden 
Mittel, konnen also zur Entscheidung von Fragen iiber quanti- 

| ') Es andert daran nicht viel, daft u. U. in geringer Menge Kohlen- 
siiure abgespalten werden kann, welche in sauren Reaktionsgemischen 
in Verlust geraten wird. (cf. Emerson, Hofmeisters Beitraige, Bd. I, 
S. 505.) 

*) Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 165; Goto, Diese 
Zeitschrift, Bd. XXXVII, 8. 112; Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, 


S. 165. 
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tative Verhiiltnisse nichts beitragen; dagegen wird man, mit 
diesen Mitteln arbeitend, tiber die Konstitution des Eiweibes, 
iiber die Art des Zusammenhanges der einzelnen «Bausteine » 
manche Aufkliirung erwarten diirfen: denn man betrachtet auf 
diese Weise den Bau des Eiweifimolekiiles von neuen, sonst 
nicht zugénglichen Seiten. 

Wenn von den folgenden Betrachtungen auch manches 
zutreffen wird, auf andre Mittel, mit denen das Eiweib an- 
gegriffen werden kann (Wirkung verschiedener Alkalien, Trocken- 
destillation ete.), so will ich mich dabei doch besechriinken auf 
die oxydierenden Mittel, speziell die iibermangansauren Salze; 
denn diese wurden in den dieser Arbeit zugrundeliegenden 
experimentellen Untersuchungen verwendet. 

Aus den iilteren Arbeiten, welche Permanganate benutzten, 
geht hervor, und das ist besonders von Bernert!) noch be- 
griindet und betont worden, dab bei ihrer Einwirkung sowohl 
eine Oxydation als eine Hydrolyse des Eiweifimolekiiles erfolgt. 
Unter dem Einflusse der Permanganate wird man aus dem 
KiweiB teils Substanzen erhalten, welche durch sekundiire Ver- 
inderung (Oxydation) der schon bekannten hydrolytischen Spal- 
tungsprodukte entstanden sind und solchen Korpern gleichen 
oder dhneln, welche man durch Einwirkung von Permanganaten 
auf die einzelnen als hydrolvtische Spaltungsprodukte erkannten 
Bausteine gewinnt. Shr tatsiichliches Auftreten bei der Oxy- 
dation des EiweiBes kann andererseits als Wahrscheinlichkeits- 
beweis dafiir angesehen werden, dal die bei der Hydrolyse 
entstandenen Produkte in ihrer Atomgruppierung wirklich schon 
im intakten EiweiBmolekiil vorkommen. Daneben wird man 
neue bruchstiicke unter den Oxydationsprodukten kennen lernen, 
deren Isolierung vielleicht leichter gelingt als die der zugehor- 
igen hydrolytischen Spaltungsprodukte, und deren Entdeckung 
wird dann den Anstof zur Auffindung auch dieser hydrolytischen 
Spaltungsprodukte geben. 

Dieses Programm solcher Oxydatiousversuche, das Kut- 
scher?) vor zwei Jahren aufgestellt hat, kann meines Erachtens 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 293. 

*) Sitzungsbericht der kgl. preufs. Akad. d. Wissensch., 28. Mai 1903. 
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noch nach einigep HRichtungen erweitert werden. Man darf 
von vornherein erwarten, dali hier und da unter dem Einfluf 
der Oxydationsmittel die Sprengung an anderen Stellen erfolgt, 
als bei der Hydrolyse, und man wird in geeigneten neuen 
Bruchstiicken, die sich nftcht direkt auf eins der bekannten 
hydrolytischen Endprodukte zuriickfiihren lassen, vielleicht doch 
verbundene Fragmente solcher erkennen und gerade durch 
die Art der Verbindung der Fragmente in dem neuen Korper 
Aufschlub tiber die Einfiigung des einen oder andern hydro- 
lytischen Zersetzungsproduktes in den Bau des Eiweifmole- 
kiiles bekommen. 

Weiterhin wird es bis zu einem gewissen Grade statt- 
haft sein, sich iiber die topographische Verteilung der Atom- 
komplexe im grofen Molekiil des Eiweibes anniihernde Vor- 
stellungen zu machen, wenn man folgendes erwigt. Verwendet 
man zum Sprengen kriiftiger wirkende Mittel, wie es die Per- 
manganate sind, und erhilt Substanzen, welche selbst durch 
das Permanganat leicht zersetzt zu werden pflegen, in betricht- 
licherer Menge, so ist es wahrscheinlich, dafi dieselben erst 
kurz vor dem Abbrechen der Reaktion gebildet wurden; und 
hat man Grund zu der Annahme, dai die Reaktion ganz oder 
nahezu volistiindig zur Zertriimmerung des Ausgangsmateriales 
gefiihrt hat, so wird man berechtigt sein, zu schlieben, dab 
die genannten reichlich noeh vorhandenen zersetzlichen Sub- 
stanzen an geschiitzter Stelle, im Kern, des Kiweifmolekiles 
ihren Sitz gehabt haben. 

Kine andere Moglichkeit, eimen Einblick die topo- 
graphische Verteilung der Substanzen zu gewinnen, bietet sich, 
wenn man das Permanganat nur wenig einwirken [iSt, nur 
bis zum Auftreten dem Eiweifi selbst noch nahe verwandter 
Korper (Oxyprotsulfonsiiure, Peroxyprotsiiure Malys) und dann 
diese durch Hydrolyse (Siéiure- oder Alkaliwirkung)  spaltet. 
Findet man dann die gleichen oder ahnliche Spaltungsprodukte 
am Schlusse, wie bei direkter kréftiger Einwirkung, so ist der 
Schlub berechtigt, diese an leicht erreichbaren und 
exponierten Stellen, die wir in ihrer Gesamtheit als Peripherie 
oder «Seitenketten» (Kossel) zusammenfassen konnen, im 
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Molekiil eingefiigt waren: finden sich in dem Falle solche Zer- 
setzungsprodukte, wie sie auch durch Hydrolyse des intakten 
Eiweibes gewonnen werden, so wird man diese wiederum in 
den «Kern» zu verlegen haben. 


Untersuchungen, welche zur Beantwortung dieser letzat- 
aufgeworfenen Frage herangezogen werden kOnnen, sind nament- 


lich von Maly!) angesteilt’ worden. 


spaltung?) 
aus Eiweib: 
CO, 
NH, 
Pyrrol 
Essigsiiure 
Oxalsiiure 
Leucin 
Tyrosin 


Er erhielt durch Baryt- 


aus Oxyprotsulfonsiiure : 


CO, 

NH, 
Pyrrol 
Kssigsiure 
Oxalsiiure 
Leucin 


Aus denselben Substanzen erhielt er durch schmelzendes 


Kali) 
Indo} 
Skatol 
Pheno! 
p-Oxvbenzoesiiure 
Siiuren der Fettsiiurereihe 
Oxalsiiurereihe 


Benzoesiiure 

Jresp. Benzol 

der Fettsiurereihe (Ameisens. ) 

der Oxalsiinrereihe (Oxalsiiure, 
Bernsteinsaure ) 


Aus der Peroxyprotséiure, einem weiteren, stiirker oxy- 


dierten Produkt, erhielt er‘) 
NH, 
SO, 


Oxalsiiure (24°/0)! 


‘) R. Maly, Monatshefte f. Chem., Bd. VI, 5. 107; Bd. IX, S. 255, 


Bd. X, S. 26. 
*) i. c., Ba. VI, S. 140. 
3) 1. c., Bd. VI, S. 144. 
1 Ba S. 271. 
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(lsogivzerinsiure ?) 
(Pyrrol Spur!) 
Leucin 
Amidovaleriansiiure 
Glutammsiiure 
Benzoesiiure 
Ameisensiiure 
Die Peroxyprotsiure aus Leim verhielt sich dhnlich, er 
gewann aus derselben durch barytspaltung: 
NH, 
Oxalsaure 
Pyrrol 
Leucin 
Glutaminsaure 
Benzoesiiure 
Propionsiiure 
Bernert.?) der in Hofmeisters Laboratorium iihnliche 
Untersuchungen anstellte. gewann bet der Behandlung von 
kristallisiertem Eiereiweih mit Kaliumpermanganat neben der 
Oxyprotsulfonsiiure : 
Peptonartige Substanzen (entstanden durch Hydrolyse infolge 
der sich bildenden Kalilauge (?) 
Fettsiiuren(Essigsiiure, Propionsiiure | Buttersiiure?| Valeriansaure) 
Basische Substanzen. 
Die Spaltung der Oxyprotsulfonsiure mit Salzsiure 
lieferte ihm: 
Leucin 
Asparaginsaure 
und reichlich durch Phosphorwolframsiure fiillbare basische 
Substanzen (? Hexonbasen). 
Dazu wiirde eine Beobachtung Siegfrieds?) passen, der 
aus der Oxyprotsulfonsiiure durch Spaltung mit Salzsiiure die 
Dreehselschen Basen isolieren und analysieren konnte. 
') Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 272. 
*) Ber. der Deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. XXIV, 8. 427. 
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Die Spaltung der Peroxyprotsiiure mit Atzbaryt lieferte 
Bernert endlich ahnliche Substanzen, wie sie auch Maly ge- 
wonnen hatte, niémlich: 

Leuein 

Pyridin ? 

Fettsiiuren, Essigsiiure, Buttersiiure 
benzoesiiure 

Glutaminsdure. 

Diese Versuchsergebnisse lassen erkennen, dab Leucin, 
Asparaginsiiure, Glutaminsiiure und die Diaminosiiuren im Kern 
des Molekiiles stecken miussen, wahrend ftir das Tyrosin, 
wenigstens so weil die aliphatische Seitenkette desselben in 
Betracht kommt, eine mehr periphere Anfiigung erschlossen 
werden dart. 

Aber noch nach emer anderen Richtung hin werfen diese 
Versuche Licht. Die Biuretreaklion der Kiweibkorper, sowie 
ihr gleichzeitig saurer und basischer Charakter!) miissen zu der 
Vermutung fiihren, dab die Aminosiiuren des Eiweiimolekiiles, 
welche alle soweit) bekannt a-Sauren sind, nach Art von 
Siitureamiden zusammengefiigt sind, der Art, immer die 
Karbonylgruppe der einen Siure mit der Aminogruppe der 
zweiten in Verbindung tritt. An die dadureh gebildete CO. NHL. R- 
Gruppe schliebt sich die weitere Kettle dann an (Hofmeister). 
Diesen spekulativen Betrachtungen ist durch die neueren Syn- 
thesen von E. Fischer ein reeller’ Hintergrund geschaffen 
worden. Durch Verkuppelung von a-Aminosituren der an- 
gegebenen Weise ist es ihm bekanntlich gelungen, neue « Dipeptide » 
und «Polypeptide» zu bilden, welche in thren Kigenschaften den 
Eiweibkérpern sich nahern. bBesteht nun cin solcher Kern aus 
Amidosiiuren, an welchen sich in der besprochenen Weise ein 
Kranz neuer Amidosiiuren anfiigt, so werden bei der Oxydation 
die fettkérperartigen «Seitenketten» abbrennen miissen bis zur 
-CH - NH,-Gruppe oder an dieser Stelle abgesprengt werden: 
man wird dann erhalten neben freier Kohlensiiure oder emer 
Fettsiiure, da die dann endstiindige -CH, - NH-Gruppe ebenfalls 

Siehe dariiber genaueres Hofmeister, Ergebn. d. Phys., Bd. 1, 1, 
S. 787 ff. und Cohnheim, Eiweifikérper, 2. Auflage, S. 60. 
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von der QOxydation ergriffen wird, noch Ammoniak und_ als 
Endgruppe des hoher molekilaren Restes die Karboxylgruppe. 


Aus 
| 
NH, 
wird 
COOH — (CH,)x NH, + COOH-CO.NH—R 
oder 


CO, (CO,)x NH, -+ COOH -CO-NH —R 


Wenn diese Gruppierung in der Peripherie vielfach vor- 
kommt, der vom noch tbrigbleibende Rest eine 
sehr starke Siéure werden, und bei hydrolytischer Spaltung 
mub sich eine reichliche Menge Oxalsiiure abspalten lassen; 
das ist nun beides!) bei der Peroxyprotsiiure der Fall, aus 
welcher Maly 24°/o Oxalsiure gewonnen hat. Damit diirfte 
gezelgt sein, dab die angeftihrten Untersuchungen einen neuen 
Wahrscheinlichkeitsbeweis bringen, einmal fiir die Anschauung, 
dafi im Eiweibmolekiil ein aus bestimmten Amidosiiuren  be- 
stehender Kern vorhanden ist (Kossel), und ferner, dai an 
diesen Kern andere Amidosiiuren sich in der mehrfach be- 
sprochenen Weise angliedern. 

Diesen Arbeiten gegenitiber, welche mit mehr oder weniger 
gelinder Oxydation des Eiweibes vorgingen, stehen die, welche 
gleich mit kriftiger Oxydation das Eiweif angriffen. Die hierher 
eehorigen Untersuchungen lassen sich in zwei Gruppen zusammen- 
fassen: die eime befabte sich mit der Feststellung der fliichtigen 
Zersetzungsprodukte, die zweite Reihe von Untersuchungen hatte 
die Absprengung der harnstoffbildenden Gruppe zum Ziel. 

Schon in iilterer Zeit sind in Liebigs Laboratorium zum 
Zweck dev Vergleichung einzelner EiweiBkorper (Fibrin, Casein, 
Leim, Weizenkleber) die fliichtigen Substanzen untersucht worden, 
welche durch Zersetzung der Eiweibstoffe mit Mangansuperoxyd 
oder Chromsiiure unter Mitwirkung von Schwefelsiiure auftreten. 

A. Schlieper®) erhielt’ bei der Oxydation des Leucins 
vermittelst, Chromsiiure : 


‘) Maly, Monatshefte f. Chemie, Bd. IX, S. 271, Bd. X, S. 28. 
*) Liebigs Annalen, Bd. LIX, S. 1. 


| 
: 
- 
| 
‘ 
|! 
: 
fs 
AN 
: 
a 


Uber die Oxydation von Leim und Hiihnereiweif ete. 237 


Nitrile: Blausiiure, Valeronitril und Valeracetonitril (?) 
Siiuren: Essigsiure, Valeriansiiure. 
benzoesaure 
und ein nach Zimmt riechendes schweres Ol. 
G. Guckelberger!) fand bei der Einwirkung von Mangan- 
superoxyvd und Schwefelsiiure auf Casein: 
Aldehyde: der Essigsiiure, Propionsiure(?), Buttersiiure. 
senzoesiure. 
Sduren: Ameisensiiure, Essigsiiure, Propionsiiure, Butter- 
suure. 
Jaleriansiiure, Capronsiure. 
Die Oxydation mit Chromsiiure lieferte ihm 


aufer Aldehyden (der Propionsiiure ?, Benzoesiiure | 
und Sduren Ameisenséure, Essigsiiure, Propionsiure, 


Buttersiiure, Valeriansiiure, Capronsiiture Spuren)) 
Benzoesiiure 
noch Nitrile (Blausiiure. Valeronitril). 

Die gleichen Substanzen fand F. Keller?) als Oxydations- 
produkte des Weizenklebers. Hierher méchte ich noch ein- 
reihen, da es sich dabei ebenfalls um iitherlOsliche Substanzen 
handelt, dai Béchamp?) bei der Oxvdation mit Kalium- 
permanganat neben Harnstoff auch Oxalsiiure gefunden hat, und 
Maly*) bei direkter Oxydation der Gelatine mit heifer 
Permanganatlosung auber Fettsiituren und Benzoesiiure auch 
Bernsteinséure in beachtenswerter Menge erhalten haben will. 

Die andere Reihe hierhergehoériger Arbeiten befabt sich 
mit der harnstoffbildenden Gruppe im Eiweib, deren Existenz 
im Eiweifimolekiil man heutzutage erwarten mui; denn aus 
dem Arginin, das man hydrolytisches Spaltungsprodukt 
bisher bei keinem Eiweifkorper vermibt hat, erhilt man nach 
Schultze, Likiernik und Winterstein bei der Behand- 

') Liebigs Annalen, Bd. LXIV, 3. 39. 

?) Liebigs Annalen, Bd. S. 24+. 


°) Compt. rend., Bd. LXX, S. 866. 
4) Monatshefte f. Chemie, Bd. X, S$. 


258 John Seemann, 


lung mit Baryt Harnstoff und Ornithin,!) nach Kutscher?) bei 
der Oxydation mit Kaliumpermanganat Guanidin und Bernstein- 
siiure, resp. Die fraglichen Untersuchungen 
gehen historisch zuriick auf Béchamp,*) der angab, durch 
Oxydation mittels Kallumperfnanganates Harnstoff aus Eiweif 
erhalten zu haben. Den mehrfachen Widerspriichen gegen- 
iiber, die seine Publikationen durch C. Stédeler, Subbotin, 
Low, Tappeiner erfahren haben, fand sich nur ein Verfechter 
seiner Beobachtung in E. Ritter, der ebenfalls Harnstoff bei 
der Oxydation von Kiweib in der Reaktionsfliissigkeit fand. 
Spiiter isolierte dann Lossen aus der Zersetzungsfliissigkeit, 
die ihm die Behandlung von Eiweif mit Kaliumpermanganat, 
bet Gegenwart von reichlich Magnesinmsulfat, und bei Zimmer- 
temperatur lieferte, uicht Harnstoff, sondern Guanidin. Auch 
diesem Befunde wurde widersprochen durch Pommerenig, 
bis jiingst Kutscher und Zickgraf*) von neuem das Auf- 
treten von Guanidin bei der Oxydation von Leim mit Per- 
manganaten bestiitigen konnten und damit endgiiltig den Beweis 
fiiurten, dali diese Atomgruppe integrierender Bestandteil des 
Kiweibes sein mul). 

Anum. Diese Untersuchungen beschiiftigen sich damit, die 
im Kiweibmolekil priiformierte Harnstoffgruppe zu erkennen 
und nachzuweisen, und diirfen nicht glattweg in eine Reihe 
gestelll werden mit namentlich unter Hofmeister angestellten 
Untersuchungen, welche die Harnstoffbildung aus Eiweib iiber- 
haupt zum Thema genommen haben. 

Man wird heute besonders auf Grund der oben angefihrten 
Arbeiten dariiber einig sein, dab die direkte Entstehung des 

' Schultze u. Likiernik, Ber. der Deutsch. chem. Gesellschaft, 
Bd. XXIX,S. 2701. Schultze u. Winterstein, Ebenda Bd. XXX, 5. 2879 
umd Diese Zeitschrift, Bd. XXVIL S. 1. 

*) Kutscher u. Béenech, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIL, S. 278. 

Kutscher, Diese Zeitschrift. Bd. XXXII, S. 413. 

*) These Strasbourg 1856. Siehe die ausfiihriichere Literaturiiber- 
sicht ber Zickgraf, Inaug.-Dissert. Marburg, 1904. 

*) Sitzungsbericht der kgl. preufS. Akad. d. Wissensch., 28. Mai 1903. 

G. Zickgraf, Inaug.-Dissert. Marburg 1904 und diese Zeitschrift. 

Bd. 
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Harnstoffes im Tierkérper aus Eiweil chemisch moglich und 
begriindet und darum wahrscheinlich ist, umsomehr als durch 
Kossel und Dakin?!) Fermente bekannt geworden sind, welche 
eine hydrolytische Spaltung des Arginins in’ Harnstoff und 
Ornithin bewirken, Der Stickstoi! des im Organismus  ver- 
brannten Eiweibes wird nun groftenteils als Harnstoff ausge- 
schieden. Von dem auf eine bestimmte verfiitterte Eiweibmenge 
entfallenden Harnstoff, der zur Ausseheidung gelangt, kann 
durch direkte Abspaltung der harnstoffbildenden Gruppe auch 
be: den argininreichsten Eiweibkorpern (abgesehen von den 
Protaminen) hochstens der zehnte Teil?) gedeckt werden. Darum 
mu rein physiologisch betrachtet die Bedeutung dieser Art 
der Harnstoffbildung in den Hintergrund treten gegeniiber der 
ebenfalls sicher gestellten synthetischen Bildung aus Ammoniak 
und Kohlensiiure. So wichtig aber andererseits die Hof- 
meisterschen Versuche fiir diese Frage der Synthese des 
Harnstoffes und ihrer Art sind, so wenig kOnnen sie aussagen 
tiber die direkte Abspaltung des Harnstoffes aus Eiweib; das 
geht am einfachsten daraus hervor, dab unter der Kinwirkung 
des Permanganates in stark ammoniakalischer Lésung auch 
aus N-freien Substanzen (Milchsiiure, Weinsiiure) von ihm 
Harnstolf und von Halsey*) Oxaminsiiure, welche sie als Vor- 
stufen des Harnstofles betrachten, erhalten worden. ist. 

Man darf aber auch nicht vergessen, dali das Interesse, 
welches die direkte Abspaltung von Harnstoff aus Eiweibkorpern 
hat, zuniichst ein chemisches ist, und dali deren grdbere Be- 
deutung darin liegt, zur Aufklérung der Eiweifbkonstitution 
wesentlich mit beizutragen. 


Experimenteller Teil. 


Die eigenen Versuche lehnen sich an die von Kutscher 
und Zickgraf ausgefiihrten Oxydationen von Leim mit Per- 


Diese Zeitschrift, Bd. XLI, 321 u. Bd. XLIL, 185. 

2) cf. Drechsel, Ber. der Deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. XXIII, 
S. 3101; cf. auch Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. XXX, 8. 526 u. 532. 

*) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. XXXVI, 8. 436. 

‘) Halsey, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, 5S. 329. 
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manganaten an: es wurde mit Hilfe von Calcitumpermanganat 
eine ziemlich weitgehende Oxydation vorgenommen. Dieselbe 
wurde aber nicht bis zu vollstiindigem Verschwinden der Biuret- 
reaktion durchgefihrt. 

Insgesamt wurden 1500 ¢ beste Handelsgelatine verar- 
beitet und zwar in folgender Weise. In Portionen von je 200 
oder 300 ¢ wurde die Gelatine in 3.1 Wasser eingeweicht und 
in einem grofen Topfe durch Erwiirmen gelost. In die siedend- 
heiBe Loésung wurde nach und nach in kleinen Mengen von 
ca. 100 com von einer angewiirmten 10°/oigen Calciumper- 
manganatlosung hinzugefiigt, solange bis im ganzen die vierfache 
Menge (800—1200 g) der verwandten Leimmenge an Calcium- 
permanganat eingewirkt hatte: dann trat die Entfirbung der 
Fliissigkeit langsamer ein, und das Sieden erfolgte unter starker 
feinblasiger Gasentwicklung (CO,) weit ruhiger. Im Anfang der 
Oxydation dickte sich regelmabig die Fliissigkeit’ stark ein; 
dabei trat sehr starkes Schiiumen auf, so dab, um Uberkochen 
zu vermeiden, das Reaktionsgemisch 6fter durch Hinzufiigen 
kalten Wassers voriibergehend abgekiihlt werden mubte. Von 
vornherein rochen die entweichenden Diimpfe deutlich nach 
Blausiiure') und roteten blaues Lakmuspapier; gegen Ende 
der Reaktion herrschte Ammoniakgeruch vor: die Diimpfe 
reagierten dann amphoter. 

Wenn im ganzen die vierfache Menge an Calciumper- 
manganat hinzugefigt worden war, dann wurde siedendheif 
die Oxydationslésung auf der Kosselschen Filterpresse rasch 
abgesaugt, der zuriickbleibende Manganschlamm zweimal mit 
Wasser ausgekocht und die gewonnenen Filtrate 
mit den ersten vereinigt. Die gegen Lakmus schwach alkalisch 
reagierenden Filtrate wurden darauf in groben Porzellanschalen, 
in welche gepulvertes Calciumkarbonat gegeben war, um das 
Ammoniak zu verjagen, zuniichst auf offener Flamme_ unter 

') Ich habe diesen Blausiiuregeruch niemals vermifit bei den viel- 
fachen Oxydationen von Leim und Eiweif$ und mufs dies ausdriicklich 
hervorheben. Plimmer (Journal of Physiology, Bd. XXXI, 8. 65) hat bei 
der Oxydation mit Mangansuperoxyd und Schwefelséure oder mit Kalium- 
permanganat und Schwefelsiiure vergeblich nach Blausiure gefahndet. 
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hiufigerem Aufriihren eingedampft auf etwa 1!.2—2 1 Fliissig- 
keit, dann wurde das Calciumkarbonat durch Filtration in sie- 
dendem Zustande abgetrennt, noch mehrmals ausgekocht und 
die vereinigten Filtrate dann auf dem Wasserbade weiter ein- 
geengt bis auf ca. '/2 |. Nach dem Erkalten fielen kristallinische 
gelbrotliche Substanzen aus, nach 24 Stunden wurden dieselben 
abgesaugt und das Filtrat von neuem etwas eingeengt zwecks 
Gewinnung weiterer Kristalle: diese Manipulation wurde so oft 
wiederholt, als noch Kristalle zu gewinnen waren: zu starkes 
Einengen bis zur Konsistenz eines diinnen Sirups war dabei 
zu vermeiden, weil in dem Falle die Ausscheidung der schwer 
lOslichen Massen hintangehalten wurde. Nachdem dieser Nieder- 
schlag gewonnen war, wurden die aus einer Reihe von Oxy- 
dationen erhaltenen Filtrate vereinigt, mit Schwefelsiure an- 
gesauert, sodali sie etwa 5°/o H,SO, enthielten: von dem 
Calciumsulfat, welches in reichlicherer Menge erst nach Zusatz 
von etwas Ather ausfiel, wurde abgesaugt, der Filterriickstand 
gut nachgewaschen und nun die Fliissigkeit in den ersten Ver- 
suchen im Scheidetrichter bis zur Erschépfung mit Ather 
ausgeschiittelt; spiaiter wurde die Flussigkeit zur Ausitherung 
in dem von Kutscher und Steudel') beschriebenen Extraktions- 
apparat mehrere Wochen extrahiert. 

In der gleichen Weise habe ich 300 ¢ von Griibler be- 
zogenes eingetrocknetes Eieralbumin behandelt, nur wurde die 
4}/efache Menge an Permanganat verwendet. 

In beiden Fiillen habe ich (sowohl beim Leim wie beim 
EiweiB) nur die schwerlislichen Kristallmassen und den Ather- 
extrakt weiter untersucht. 


1. Die schwerloéslichen Kristallmassen. 


Durch Behandlung mit konzentrierter Salzsaure hat Zick- 
graf aus diesem kristallimischen Niederschlag ein neues stick- 
stoffhaltiges Oxydationsprodukt isoliert: eine in feinen gliinzen- 
den Nadeln kristallisierende, in kaltem Wasser sehr schwer, 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 473. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. 1b 
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in heibem leicht losliche, bei 260° sublimierende Substanz, 
deren Losungen sauer reagierten. 

Loening!) hatte gleichzeitig vermutlich die gleiche Sub- 
stanz in Hianden, er hilt sie fiir Leucin wegen der Sublimations- 
fiihigkeit, der Kristallform und des Verhaltens des Kupfersalzes. 

In meinen Versuchen war die bei den einzelnen Oxydationen 
erhaltene Menge dieser kristallinischen Massen wechselnd, 12 g, 
8 g, 5, aus je 200 @ Handelsgelatine. Dieselben wurden aus 
heibem Wasser zunidchst einmal umkristallisiert: die Losung 
gab sowohl mit Caleiumchlorid- als mit AmmoniumoxalatlOsung 
einen starken Niederschlag von Calciumoxalat. 

Die so durch das Umbkristallisieren etwas gereinigten 
Kristalle wurden darauf nach dem Zickgrafschen Vorbild mit 
konzentrierter Salzsiiure verriihrt: nach etwa 1 Stunde wurde 
der weibliche Riickstand abgesaugt und kurz mit Wasser, Al- 
kohol und Ather gewaschen. Das salzsaure Filtrat lieB auf 
Zusatz von Wasser in geringer Quantitét eine schleimige Masse 
ausfallen, welche sich beim Verbrennen auf dem Platinblech als 
erobtenteils aus unverbrennlicher Kieselsiure bestehend erwies. 

Die Gallerte gab auferdem die Biuretreaktion, sie enthielt 
also vermutlich in geringer Menge noch Anfangsstufen der 
Leimoxydation. Im ubrigen leferten die vereinigten salzsauren 
Filtrate, nachdem sie tber Schwefelsiiure und Kalistiicken im 
Vacuum liingere Zeit aufgehoben waren, eine salzige Masse, 
welche aus Calciumchlorid, Calciumoxalat, Ammoniumchlorid 
und Ammoniumoxalat bestand. 

Der auf der Filterplatte nach der Behandlung mit HCl 
zuruckbleibende weibgelbliche Bret wurde mehrmals mit abso- 
lutem Alkohol und zum Schlu8 einmal mit Ather aufgekocht 
und endlich noch mit kaltem Wasser extrahiert. Der schlieblich 
noch bleibende Riieckstand wurde in heibem Wasser gelést, mit 
Tierkohle kurz aufgekocht und rasch abgesaugt; schon wiihrend 
des Erkaltens fielen in schneeweiben flaumfederartigen Biischeln 
weifbe Kristallnadeln aus. 

Die heibe Losung reagierte neutral, sonst zeigte die Substanz 


') Inaug.-Dissert. Jena 1903. 
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die von Zickgraf angegebenen Eigenschaften. Sie ist in kaltem 
Wasser fast unldslich, in heibem dagegen ziemlich leicht lés- 
lich, in kochendem Wasser oder verdiinnter Salzsiiure zersetzt 
sich die Substanz: einige Male, als beim Umkristallisieren die 
Loésungen etwas lingere Zeit gekocht und eingeengt wurden, 
waren die Kristalle nicht wieder zu gewinnen, vielmehr lieben 
sich nach dem Einengen in der Lésung Oxalsiiure, Ammoniak 
und Harnstoff nachweisen. 

Aus einer durch Kochen mit Wasser zersetzten Loésung 
schieden sich nach dem Einengen  prismatische Kristalle 
eines sauer reagierenden Korpers vom Schmelzpunkt 98/99 ° 
aus, welche ein explodierendes Silbersalz lieferten und ein 
in Kssigsiiure unlosliches Calciumsalz; das Ag-Salz') enthielt 
70,95 °/o Ag, fiir oxalsaures Silber Ag,C,O, berechnet sich 
71,04°/ Ag. 

Mit Platinchlorid entsteht ein gelblicher kristallinischer 
Niederschlag?) von 43,31 °/o Pt, ber. fiir (NH,), PtCl, 43,80 °/o Pt. 

Aus einer zweiten, durch kochendes Wasser zersetzten 
Losung wurde Platinat®) gewonnen von 43,79°/o Pt. Der 
Rest der Losung wurde mit kaltem Barytwasser ausgefillt, 
der Barytniederschlag*) enthielt 60,96 °/o Ba, fiir oxalsauren 
Baryt berechnet sich 61,02°/o Ba. Das Filtrat von dem 
barytniederschlag wurde mit Salpetersaéure genau neutralisiert 
und mit gepulvertem Baryumkarbonat zuniichst auf offener 
Flamme unter Umrihren, dann auf dem Wasserbade zur 
Trockene abgedampft. Der Riickstand wurde mit Alkohol 
mehrmals extrahiert, aus den vereinigten Extrakten der Al- 
kohol wiederum verjagt und der Riickstand nochmals mil 
Alkohol erschopft. Es schieden sich aus diesem Alkohol- 
extrakt einige spieBige Kristalle aus. 

Dieser Extrakt im trockenen Reagensglas bis zum 
Schmelzen einige Zeit leicht erhitzt, gab nach dem Aul- 
lodsen der Schmelze in Wasser und Hinzufiigung von Natron- 


*) Analytische Belege 2. 
*) Analytische Belege 3. 
*) Analytische Belege 4. 


1) Analytische Belege 1. 
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lauge und Kupfersulfat die rotviolette Farbe des Biurets. 
Etwas linger erhitzt, bis zum Zuriickbleiben eines trockenen 
Riickstandes liefern sie Cyanursiiure, nach dem Auflésen der 
Schmelze in verdiinntem Ammoniak und Zusatz von etwas 
ammoniakalischer Kupferldsung entsteht nach einiger Zeit 
ein amethystfarbener Niederschlag. Damit ist also in der 
zersetzten Losung Harnstoff nachgewiesen. 

Die Reaktion solcher durch Kochen mit Wasser zer- 
setzter LOsungen war schwach sauer. Mit Natriumpikrat 
gaben sie keinen Niederschlag. 

Die kristallinische Substanz war in konzentrierter Schwefel- 
siiture unzersetzt lOslich, auf Zusatz von Wasser zu der schwefel- 
sauren Losung fiel sie wieder aus. Der Korper sublimierte 
bei ca. 260°, schmolz aber bis 310° nicht, sondern erfuhr 
unter schwacher Gelbfiirbung eine gelinde Zersetzung. 

Bei 110° getrocknet verlor die Substanz nichts an Ge- 
wicht. Sie war frei von Schwefel und Chlor. 

Die Analysen!) ergaben folgende prozentische Zusammen- 


setzung. 

H N Cl S 
— 31,72 — 
31,71 

27,31 3,93 — 
nee 0 0 


Die elementare Zusammensetzung spricht also fiir einen 
Koérper von der Formel C,H,N,O,; fiir einen solchen berechnet sich 
C H N 
27 45% Jo 3,84 %o 32,11 Jo 

Die durch ihren Schmelzpunkt scharf charakterisierten 
Trioximidopropan (Schmelzpunkt 171°), Diformylamidoharnstoff 
(Schmelzpunkt 158°) und das Amid der Oximidomalonsiéure 
(Schmelzpunkt 187°) konnen von vornherein ausgeschlossen 
werden, und in Betracht zu ziehen sind nur noch das Oxalan 
(= Amid der Oxalursiiure) und die ihm isomere Ammonium- 
verbindung der Parabansiure. 


') Analytische Belege 5. 
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NH — CO 
NH, 
CO 
CO-CO+NH, 
Oxalan. NH, 


Parabansaures Ammonium. 


Auch letztere Verbindung kann ausgeschlossen werden, 
denn sie geht schon bei gewOhnlicher Temperatur in wiisseriger 
Losung in oxalursaures Ammon iiber; auf 100° erwiirmt, zer- 
fallt sie in Ammoniak und Parabansiiure, es muf also beim 
Trocknen bei 100° ein starker Gewichtsverlust eintreten. Die 
hier in Frage stehende Substanz wurde liingere Zeit bei 110° 
im Trockenschrank gehalten; sie verlor dabei nichts an Gewicht. 

Dagegen passen alle Kigenschaften zu den vom Oxalan 
bekannten, besonders auch die leichte Zersetzlichkeit in Oxal- 
siiture, Harnstoff und Ammoniak durch einfaches Kochen. Be- 
zuglich der Loéslichkeit und im Schmelzrohr verhielt sich die 
Substanz genau gleich wie kiinstlich aus Alloxan und Ammoniak 
und Blausiure dargestelltes Oxalan. 

Auch die etwas zu geringen Stickstoffwerte sprechen fiir 
Oxalan: Strecker!) beobachtete an dem synthetisch aus Alloxan 
gewonnenen Oxalan ebenfalls regelmiibig zu niedrige Stickstoff- 
zahlen. 

Bei der leichten Zersetzlichkeit des Oxalans ist es ver- 
stiindlich, dah die Mengenverhiéltnisse, in denen es erhalten 
wurde, keine konstanten waren: beim Leim wurden einmal 
aus 17 g der Kristallmassen unter dem geschilderten Vorgehen 
0,86 g Oxalan gewonnen, ein anderes Mal aus 11,5 g der 
Kristallmassen 1,14 g Oxalan: beim Eiweii wurden in einem 
Versuch aus 200 g Albumin nur ca. 1,5 g kristallinische Ab- 
scheidungen erhalten, daraus aber 0,48 g Oxalan?) gewonnen. 
Von der gleich zu erwahnenden, durch Alkohol beim Leucin 
von dem unreinen Oxalan zu trennenden Beimengung waren 
beim Albumin nur Spuren vorhanden. 


') Liebigs Annalen, Bd. CXIII, 5. 47. 
*) Analytische Belege 6. 
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Die bei der Reinigung des Oxalans erhaltenen Alkohol- 
extrakte des mit Salzsiiure behandelten Kristallniederschlages 
wurden zum Teil vereinigt und auf dem Wasserbade eingeengt: 
nach dem Erkalten kristallisierten daraus in warzigen Gruppen 
feine makroskopisch sichtbare *Nidelchen von saurer Reaktion, 
dieselben wurden mehrmals aus Alkohol umkristallisiert, doch 
gelang es nicht, einheitliche analysenreine Priiparate davon zu 
gewinnen. 

Kin Priiparat, das nach mehrmaligem Umkristallisieren 
aus Alkohol den konstanten Schmelzpunkt 193/194 zeigte, 
wies nach dem Trocknen tiber Schwefelsiure einen Stick- 
stoffgehalt von 16,2°/o1) auf, das Silbersalz enthielt 62,78 
resp. 62,41°/oAg.?) Um ein moglichst gereinigtes Praparat 
zu gewinnen, wurde das Silbersalz mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt und das Filtrat vom Schwefelsilber auf dem Wasser- 
bade eingeengt. Die aus der Lésung gewonnenen und iiber 
Schwefelsiiure getrockneten Kristalle schmolzen bei 210/211°. 
Uber Schwefelsiiure trat nur ein minimaler Gewichtsverlust 
ein, beim Trocknen bei 110° dagegen ein so grofer, dab 
eine Zersetzung bet dieser Temperatur angenommen werden 
muh (tiber 50°/0).3) Die elementare Zusammensetzung war 
folgende: *) 


C H N 

13.53 
20,81 °/o 3,69 
21,00° D,84%/o 


Kin zweites Priiparat, das lediglich durch Umkristallisieren 
aus Alkohol gewonnen war, dem etwas Essigsaure zur even- 
tuellen Fixierung von Ammoniak zugesetzt war und keine Oxal- 
siiture- und keine Chlorreaktion gab, hatte den Schmelzpunkt 
185,/189° und enthielt von vernherein nur 12,6°/o Stickstoff. >) 

Da es sich hier um eine offenbar sehr leicht zer- 
setzliche Substanz handeln mubte, wurden die Alkoholextrakte, 


') Analytische Belege 
*) Analytische Belege 8. 
5) Analytische Belege 7 
*) Analytische Belege 9. 
5) Analytische Belege 10. 
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die von einer grofberen Menge der zersetzten Kristallmassen 
gewonnen wurden, zunichst getrennt auf Anwesenheit von 
Oxalsiiture gepriift. Der erste Extrakt, der mit) Calcium- 
chlorid einen miabigen Niederschlag lieferte, wurde nicht 
weiter untersucht: der zweite und dritte Extrakt gaben keine 
Oxalsiiurereaktion mehr, und die aus ihnen sich abscheidenden 
Kristalle wurden weiter analysiert. 

Der Schmelzpunkt derselben lag bei 193° (unkorr.), 
bei welcher Temperatur sie sich unter Gasentwickelung zer- 
setzten. Uber Sechwefelsiiure verloren sie nur einige Milli- 
gramm an Gewicht, ebenso blieb beim Trocknen im Vacuum 
iiber Schwefelsiiture bei 60° und bei 80° das Gewicht auch 
nach tagelangem Trocknen konstant: dagegen trat beim 
Trocknen unter denselben Bedingungen bei 110° sehr rasch 
ein starker Gewichtsverlust ein. Die Analyse der Substanz 
lieferte folgende Werte} 


C N 

4 -- 18,55 °/0 

— 18.70°/o 
25.42 °/o 4,08 — 
25,03 4,,( 4 = 


Ein Teil der Siure wurde mit Ammoniak neutralisiert 
und nach dem Absaugen einer geringen Menge eines briiun- 
lichen Niederschlages mit Silbernitratl6sung ausgefillt. Dabei 
fiel zunachst eine gallertige Masse aus, die bei weiterem 
Silberzusatz und unter Umriihren in weige Flocken zerfiel 
und aus mikroskopisch feinen Niidelchen zusammengesetzt 
war. Diese Kristalle lésten sich leicht in heiBem Wasser, 
sie wurden daraus zweimal umkristallisiert und fielen dann 
beim Erkalten wiederum in Form haarfeiner Nadelchen aus, 
welche sich zu Rosetten zusammenlagerten. Keim Kochen 
derselben in ammoniakalischer Losung trat eine Reduktion 
nicht ein. Thr Silbergehalt betrug 55,11°/o resp. 54,91°/o Ag.?) 

Die aus dem durch Schwefelwasserstoff zerlegten Silber- 


') Analytische Belege 11. 
*) Analytische Belege 12. 
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salz gewonnene freie Siiure hatte einen Stickstoffgehalt von 
16,57°%/o. ') 

In Anbetracht dessen, dab es sich bei der analysierten 
Substanz um eine rohe Fraktion handelt, wiirde man die 
Werte der Analysen zu den fiir Oxalursiiture berechneten 
passend erachten 

Fiir die freie Siure berechnen sich unter Annahme 
von Mol. Kristallwasser: 

C,H,N,0, + 1 H,O 


C H N 


fiir das Silbersalz 58,17°)o Ag. 

Fiir diese Siiture wiirde auch das Verhalten des Blei-., 
Zink- und Cadmiumsalzes passen. 

Eine mit Ammoniak neutralisierte LOsung gab mit blei- 
zuckerlosung versetzt zuniachst keinen Niederschlag: erst nach 
einiger Zeit fiel ein schweres Pulver aus, nachdem sich die 
Losung getriibt hatte. Der Niederschlag erwies sich als kristalli- 
nisch, er bestand aus vierseitigen Prismen, die an beiden Enden 
durch mehrere schiefe Flichen abgeschragt waren. Diese 
Form wird vom oxalursauren Blei angegeben (Huppert u. 
Thomas, 5. 240). 

Auch mit Cadmiumchlorid und mit Chlorzink lieferte 
die Losung des Ammonsalzes erst nach einiger Zeit kristalli- 

nische Niederschliige. 

Aus diesen Befunden geht hervor, dafi in dem Alkohol- 
extrakt vermutlich Oxalursiiure enthalten war; wenn auch der 
absolut sichere Nachweis nicht gelungen ist, so spricht doch 
namentlich das Verhalten der Metallsalze sehr dafiir. 


2. Der Atherextrakt. 


Das Verfahren, wie es sich nach einigen Vorversuchen 
zur Aufteilung des Atherextraktes als brauchbar und zweck- 
miifig erwies, ist folgendes: 

Die von dem eben abgehandelten Kristallniederschlag ab- 
filtrierte Fliissigkeit wurde mit Schwefelsiure angesauert und 


', Analytische Belege 13. 
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nach der Trennung vom ausgefallenen Calciumsulfat im Ather- 
extraktionsapparat von Kutscher und Steudel mehrere 
Wochen extrahiert. Nachdem der Ather keine Siure mehr 
aufnahm, wurde die Vorlage abgenommen und der Ather bei 
37° abdestilliert. 

Dann wurde der Extrakt mit Phosphorsiiure ver- 
setzt und der Destillation im strOmenden Wasser und Dampf 
unterworfen, solange als noch tibergingen: die iiber- 
gegangenen Sauren wurden in einer Losung von Natrium- 
karbonat aufgefangen. Damit war der Extrakt in zwei Teile 
zerlegt: eine Fraktion der fliichtigen Siuren und eine zweite 
der nicht fliichtigen Siéuren, welche im Destillierkolben zuriick- 


blieben. 
a) Die fliichtigen Sauren. 


In dem Destillat fanden sich Olige, aromatisch riechende 
Tropfen vor, welche durch mehrmaliges Ausschiitteln mit Ather 
abgetrennt werden konnten. Nach der Erschopfung mit Ather 
wurde auf dem Wasserbade die Fliissigkeit zur Trockne ab- 
gedamptt. 

Nach dem Verjagen des Athers, bei niederer Temperatur, 
hinterblieben einige Tropfen emer Oligen Fliissigkeit’ von aro- 
matischem Geruch: mit konzentrierter Natronlauge gab diese 
Fliissigkeit einen gallertigen Niederschlag: alkalische Silber- 
losung wurde sofort reduziert. Nach }/estiindigem Kochen mit 
verdiinnter Salzsaure schwammen in der Losung Blatter einer 
itherlOslichen Séure, welche den Geruch und den Schmelz- 
punkt (120/121°) der Benzoesaure hatte. 

Es handelte sich hier also um Aldehyde, von denen Benz- 
aldehyd nachgewiesen werden konnte. 

Die zur Trockne abgedampfen Natronsalze der fliichtigen 
Siiuren wurden dann mit wenig halbkonzentrierter Schwefel- 
siiure zersetzt. Es blieb dann eine voluminése. weibgelbliche 
Saure ungeldst, dieselbe wurde abfiltriert, mit eiskaltem Wasser 
nachgewaschen und dadurch gereinigt. daB sie in Ather gelést 
iiber etwas Wasser geschichtet wurde. Nach dem Abdunsten 
des Athers schwammen dann auf dem Wasser reinlich weibe 
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Blittchen, welche den Schmelzpunkt (125°) und die Zusammen- 
setzung der Benzoesiiure hatten: das aus Albumin gewonnene 
Priparat enthielt: 


68,83 H 4,08 
(berechnet fiir C,H,O, 68,82°/o H 4,02 °/o). 
Das Silbersalz enthielt 46,7690 Ag 


(berechnet fiir C,H,O,Ag  47,13°/o Ag). 

Das Silbersalz der aus der Leimoxydation gewonnenen 
Siiure enthielt 47,0590 Ag, resp. 47,26 Ag. 

Die Menge der erhaltenen Benzoesaure betrug aus 200 g 
Albumin 2,7 g, aus 300 ¢ Leim 0,9 g. 

Die nach dem Abfiltrieren der Benzoesiure iibrig gebliebene 
Fliissigkeit wurde mit Wasser verdiinnt und von neuem in etwa 
8 Tagen im Atherextraktionsapparat erschépft. Zur Aufteilung 
der darin enthaltenen fliichtigen Fettséiuren erwies sich die von 
Erlenmeyer!) empfohlene fraktionierte Fiillung mit Silber- 
karbonat als besonders zweckmiibig. Uber die Brauchbarkeit 
der Methode wurden ein paar Vorversuche angestellt, deren 
Ergebnisse in Nr. 17 und 18 der analytischen Belege mitge- 
teilt sind. Es bildet sich zuniichst das Silbersalz der Ameisen- 
siiture, welche die bei weitem gréBte Aziditiét besitzt, und da- 
nach das Silbersalz des héchsten in dem Gemenge vorkommenden 
Gliedes der Fettsiiurereihe usw. bis eventuell zur Essigsiiure hin. 

Nach dem Verjagen des Athers durch Destillation bei 37° 
wurde diese Fraktion der fliichigen Fettsiiuren also mit einer 
kleinen Portion feuchten Silberkarbonats versetzt (etwa 0,2 g), 
nach einigem Stehen (im Dunkeln) wurde das entstandene Silber- 
salz abgesaugt, kurz mit ein paar Tropfen abgekiihlten Wassers 
nachgewaschen und das Filtrat von neuem mit Silberkarbonat 
behandelt und so fort, solange, bis schlieBblich neutrale Reaktion 
eingetreten war. Die Silbersalzfraktionen muBbten dabei einmal 
umkristallisiert werden, weil sie meistens noch etwas Silber- 
karbonat beigemengt enthielten; das Umkristallisieren erwies 
sich aber als iiberfliissig bei den ersten Fraktionen, wenn sie 
ameisensaures Silber enthielten, und dann sogar schidlich, weil 
dureh das Erwiirmen der Salzlésung starke Reduktion des Silbers 


') Erlenmeyer und Hell, Ann., Bd. CLX, 8. 295, Anm. 
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eintrat. Deshalb wurden die ersten Fraktionen sofort der Analyse 
unterworfen, bis die Silberbestimmung ein starkes Ansteigen 
des Silbergehaltes ergab, das durch eine reichlichere Beimengung 
von Silberkarbonat (78,25°/o Ag) bedingt ist. 

Von da ab wurden die Fraktionen durch einmaliges Um- 
kristallisieren gereinigt. 

Da ameisensaures Silber beim Erhitzen explodiert, wurden 
alle Silberbestimmungen in der Weise angestellt, dab das be- 
treffende Salz im Porzellantiegel mit einigen Tropfen konzen- 
trierter Salpetersdure und konzentrierter Salzsaure  versetzt 
wurde; nachdem dann noch etwas Wasser zugesetzt war, um 
das Schitumen zu vermeiden, wurde der Tiegelinhalt auf dem 
Wasserbade zur Trockne abgedampft, danach die noch an- 
haftenden Siiurereste abgeraucht und das Chlorsilber bis zum 
Beginn des Schmelzens erhitzt; nach dem Erkalten wurde es 
dann zur Wagung gebracht. Fir die meisten Bestimmungen 
wurde die Behandlung mit Salzsiiure und Salpetersiiure dann 
noch einmal wiederholt, ohne dal andere Analysenwerte erhalten 
wurden, welche um mehr als Bruchteile eines Milligramms 
differierten. 

Die erhaltenen Analysen aus der entsprechenden Fraktion 
bei der Leim- und bei der Albuminoxydation sind in de Nummern 
19 und 20 der analytischen Belege wiedergegeben: sie zeigen, 
dai in beiden Fallen Ameisensiiure, Buttersiure und Essigsiiure 
sich hat nachweisen lassen. Der niedrige Wert der letzten 
Fraktion beim Leim erklart sich vermutlich durch die Anwesenheit 
einer geringen Menge von Benzoesiiure, die vermutlich auch 
die Zahlen der 6. und 7. Fraktion etwas gedriickt hat. Ob 
moglicherweise bei der Albuminoxydation noch Valeriansiiure 
(Fraktion 6) und Propionsidure (Fraktion 8) sich gebildet hat, 
mu dahingestellt bleiben. 

Im Anfange wurden andere Verfahren zur Aufteilung 
dieser Fraktion der fliichtigen Fettsiituren angewendet. 

Ein aus Albumin gewonnener Extrakt wurde nach Ver- 
jagung des Athers der fraktionierten Destillation unterworfen 
und die aus den einzelnen Fraktionen dargestellten Silber- 
salze analysiert. 


§ 


252 John Seemann, 


1. Fraktion. Schmelzpunkt 78/80°. Es waren in diesem 
Falle noch nicht die Aldehyde durch Ather entfernt worden. 
Diese Fraktion enthielt Aldehyde; mit Natronlauge trat ein 
Gallertniederschlag auf; Silberlésung wurde unter Bildung 
eines Silberspiegels reduzrert. 

2. Fraktion, Schmelzpunkt bis 105°, reduziert stark 
Silber. Aus der LoOsung des Silbersalzes wurden zwei nach- 
einander sich abscheidende Kristallfraktionen gewonnen. 

Die erste explodierte im Tiegel beim Erhitzen, bestand 
also wahrscheinlich aus ameisensaurem Silber. 

Die zweite wies einen Silbergehalt von 60,38°)o auf. 

3. Fraktion. Schmelzpunkt bis 125°. Aus dieser wurden 
vier nacheinander sich abscheidende Kristallfraktionen des 
Silbersalzes gewonnen mit 

63,73%/o Ag 
62,63 °/o 

62,46%0 
56,680» 

4. Riickstand. Danach blieb ein sich schwiarzender 
Riickstand zurick. 

In einem zweiten Falle wurde der hierhergehorige Teil 
des Atherextraktes von den ersten Leimoxydationen (1,2 kg) 
nach dem von Liebig!) und Keller?) angegebenen Ver- 
fahren der fraktionierten Absiittigung mit Natriumkarbonat 
behandelt. Doch konnte nur der erste Riickstand untersucht 
werden, der Rest ging durch ein Mifgeschick verloren. 

Das restierende Natriumsalz wurde mit Silbernitrat ge- 
fiillt und einmal umkristallisiert: es schieden sich zunachst 
einige Kristalle aus, deren Silbergehalt 71,15°/o betrug; bei 
weilterem Einengen  schieden sich spiebige Kristalle mit 
69,78°)o Ag aus. (Berechnet fiir ameisensaures Silber 
70,57°/0 Ag.) 


b) Die nicht fliichtigen Saéuren. 
Die bei der Destillation im str6menden Wasserdampf 


zuriickgebliebenen nicht fliichtigen Siuren wurden ebenfalls von 


‘) Ann. d. Chem., Bd. LXXI, 5. 355. 
*) Ann. d. Chem., Bd. LXXII, 8. 27. 
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neuem liingere Zeit (3 Wochen) mit Ather bis zur Erschipfung 
extrahiert. Der Sirup, der nach dem Abdestillieren des Athers 
zuriickblieb, wurde mit etwas Wasser aufgenommen und zur 
Kristallisation tiber Schwefelsiiure gestellt. Die ersten Kristall- 
fraktionen, welche sich sofort reichlich ausschieden, bestanden 
aus Oxalsdure. Es waren lange, wasserklare, spiebige Kristalle, 
welche bei 98° schmolzen; das Silbersalz der aus dem Albumin 
erhaltenen Kristalle explodierte beim Erhitzen, sein Silbergehalt 
betrug 70,86°/o Ag!) (fiir oxalsaures Silber berechnet 71,04°/o Ag); 
die Analyse der aus Leim gewonnenen freien Siiure lieferte 
folgende Werte: ?) 
H 
18.68%) 
Fiir C,O,H, + 2H,O berechnet  19,04°/o 480% 

Als mehrere Gramme Oxalsiéiure umkristallisiert waren, 
begann bei weiterem Einengen sich eine neue Siiure in halb- 
kugeligen, strahlig zusammengefiigten Warzen neben weiteren 
Oxalsiiurekristallen abzuscheiden. Die weitere Untersuchung er- 
wies diese Sdure als Bernsteinsdure. Zur Gewinnung eines 
analysenreinen Praparates davon wurden zunichst durch mecha- 
nische Auslese mit Hilfe der Lupe die halbkugeligen Kristalle 
von den langen Oxalsiurekristallen getrennt: die Auslese wurde 
dadurch wesentlich erleichtert, daf diese Kristalle den gelb- 
braunen Farbstoff der Losung mit in ihre Kristallkonglomerate 
einschlossen. Dieselben wurden dann mehrmals aus Wasser 
umkristallisiert, dabei mufte das erstemal von neuem eine 
mechanische Trennung von einigen mitausgeschiedenen Oxal- 
siurekristallen vorgenommen werden. Beim zweiten und dritten 
Mal hielt die Mutterlauge etwa noch anhaftende Oxalsiure ge- 
lost, aber auch da waren die Kristalle noch nicht rein, wie 
angestellte Verbrennungen und Silberbestimmungen  ergaben; 
auch der Schmelzpunkt war um einige Grad zu niedrig (180 
bis 182°). Nachdem die Séure viermal umkristallisiert war, 
wurde sie noch einmal gelést und mit Tierkohle aufgekocht. 
Die nach dem Einengen ausfallenden blattchenformigen Kristalle 


~ 
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zeigten den fiir Bernsteinsaure stimmenden Schmelzpunkt (185°) 
und die richtige Zusammensetzung sowohl bei dem aus Leim 
wie dem aus Albumin gewonnenen Priaparat. 


C H Ag-Gehalt des Silbersalzes 
Aus Leim 0 5,34 °/o 64,74°/0 4) 
Aus Albumin 40.36 5,33 °/o 64,95 °/o 
Ber. f. Bernsteinsiiure 40,53 °/o 65,042 0 


Die Mutterlaugen, aus denen sich der groBte Teil der Oxal- 
siiture und Bernsteinsiure ausgeschieden hatte, wurden vereinigt, 
mit Ammoniak neutralisiert und mit Silbernitrat gefallt: dann 
wurden sowohl das Filtrat von dem Silberniederschlag als 
dieser selbst mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 

Nach dem Abfiltrieren des Schwefelsilbers wurde das 
Filtrat noch mehr mit Salpetersiiure angesiiuert und mit Ather 
mehrmals ausgeschiittelt. Nach dem Verjagen des Athers schied 
sich aus dem gelblichen Sirup im Verlauf weniger Tage eine 
minimale Menge kleiner warziger Kristillchen von weifer Farbe 
aus: deren Schmelzpunkt lag bei 182°, das aus denselben dar- 
gestellte Silbersalz hatte einen Silbergehalt von 63,65°/0;3) es 
handelte sich dabei also wohl um Bernsteinséure, deren Silber- 
salz bei der Hauptfiillung in Losung geblieben sein mute. Aus 
dem Rest des Sirups, der von den Bernsteinsiurekristallen ab- 
filtriert’ war, wurde ebenfalls das Silbersalz dargestellt. Die 
Menge reichte nur fiir eine Silberbestimmung; es ergab sich 
ein Silbergehalt von 56,48°/o.4) Das gilt fiir den Leim; beim 
Albumin ging diese Fraktion der in Losung gebliebenen Silber- 
salze verloren. 

Der bei der Hauptfillang erhaltene gelbliche Silbernieder- 
schlag wurde ebenfalls mittels Schwefelwasserstoff zersetzt, 
das Filtrat vom Schwefelsilber eingeengt und die sich danach 
abscheidenden Oxalsiiure- und Bernsteinsiurekristalle abfiltriert. 
Die Mutterlauge enthielt Phosphorsiiure; sie gab deutlich die 
Reaktion mit molybdiinsaurem Ammon nach Ansiiuern mit Sal- 


') Analytische Belege 25. 
*) Analytische Belege 26. 
*) Analytische Belege 27. 
*) Analytische Belege 28. 
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petersaure. In der Erwartung, auf Gilutarsiiure!) fahnden zu 
miussen, wurde die Mutterlauge auf ea. 750 com verdiinnt und 
mit iberschtissigem Zinkoxyd kalt geschiittelt, danach filtriert, ein- 
geengt und heif filtriert. Auf dem Filter blieb sowohl beim Leim 
als beim Albumin nur eine geringe Menge Zinksalz zuriick, das 
nach dem Ansiuern mil Salpetersiure die Molybdiinsiiurereaktion 
der Phosphorsaéure gab. Nach dem Abkiihlen des Filtrates schied 
sich noch weiter etwas phosphorsiiurehaltiges Zinksalz aus. 
Glutarsaure lieB sich also weder beim Leim, noch beim 
Albumin unter den Oxydationsprodukten nachweisen; mit 
Sicherheit wurden Oxalsiiure und Bernsteinsiiure aufgefunden. 


Zusammenfassung der Resultate. 


Unter den Oxydationsprodukten des Leims und des Al- 
bumins aus Eiern sind durch die mitgeteilten Untersuchungen 
nachgewiesen: 

Fettsiuren (Ameisensiiure, Essigsiiure, Buttersiure 

vielleicht noch Propionsiiure u. Valeriansiure). 

Benzoesiure, Benzaldehyd. 

Oxalsiiure, Bernsteinsiiure, nicht dagegen Glutarséiure. 

Oxaluramid und wahrscheinlich Oxalursiiure. 

Die in den ersten drei Reihen aufgeziihiten Substanzen 
sind als Oxydationsprodukte von Kiweibkorpern bereits bekannt; 
eine Ableitung derselben aus bestimmten, im Eiweifi bekannten 
Atomgruppen ist zum Teil bereits in der Einleitung vorgenommen. 
Wenn auch in meinen Versuchen die Oxydation nicht bis zum 
Verschwinden der Biuretreaktion getrieben ist, so weist doch 
die relativ grofhe Menge so leicht oxydabler Korper, wie Bern- 
steinsiiure, Oxalsiiure, Ameisensiiure usw., 1m Sinne der eingangs 
angestellten Betrachtungen darauf hin, dali diese Substanzen 
vermutlich aus Atomgruppen in niherer Nachbarschaft des 
Kernes im Eiweifmolekiii ihren Ursprung nehmen: fiir die 
Oxalsiiure ist bei dem Referat tiber die Malyschen Arbeiten 
eine Entstehungsmoglichkeit angegeben, welche gleichzeitig eine 


') G. Zickgraf, Die Oxydation des Lysins. 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 1902, Bd. XXXV, 3S. 3401. 
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befriedigende Erklirung fiir das Auftreten der Fettsiiuren bietet: 
Bernsteinsdure wiirde aus der Arginingruppe herzuleiten sein, 
oder aus derjenigen, welche bei der Hydrolyse als Asparagin 
resp. Asparaginsiure erscheint. Auffallend ist, dafi sich keine 
Glutarsiiure gefunden hat, welche Zickgraf als Oxydations- 
produkt des Lysins nachgewiesen hat. Fiir diesen Befund, 
wenn er sich als Regel herausstellen sollte, wiiren mehrere 
Deutungen moglich unter der Voraussetzung, dab das Lysin 
als solches wirklich Bestandteil und Baustein des Eiweibes ist, 
cine Annahme, welche wohl keinem Zweifel unterliegen kann, 
Ks konnte sein, daf in solchen Versuchen, wie den hier mit- 
geteilten, die eventuell entstandene Glutarsiiure weiter oxydiert 
und damit) verschwunden ist: man miifbte dann wohl die 
Lysinkomponente ebenso wie die Tyrosinkomponente in die 
Peripherie des Eiweibmolekiiles verlegen. Es spricht aber gegen 
eine derartige Annahme immerhin, dab auch keine Malonsiiure 
unter den Spaltungsprodukten sich hat nachweisen lassen; eine 
weitergehende Oxydation der einmal gebildeten Glutarsiiure wire 
kaum anders denkbar, als in der Richtung Glutarsiiure, Bern- 
steinsiiure, Malonsiiure, Oxalsiiure. Die andere Moglichkeit wiire 
die, unter dem Einflu{ der Permanganatoxydation eine 
andersartige Sprengung der Lysingruppe stattfindet, als bei der 
Hydrolyse, eine Sprengung, welche sofort diese Kette in kleinere 
Stiicke zerlegt; dann konnte die Lysingruppe auch im Kern 
ihren Sitz beibehalten. 

Was endlich das Auffinden der Oxalursiure resp. ihres 
Amides anlangt, so wird dadurch einmal Béchamps (usw.) 
Angabe, Harnstoff und Oxalsiiture als Oxydationsprodukte des 
Kiweibes erhalten zu haben, von neuem wesentlich gestiitzt ; 
denn mit grober Wahrscheinlichkeit ist zu erwarten, daf sich 
aus dem Reaktionsgemisch die Spaltungsprodukte der Oxalur- 
siiure, also besonders der Harnstoff, werden isolieren lassen. 

Bei der leichten Zersetzlichkeit des Oxaluramids und der 
Siiure selbst kann an einen Aufbau aus vortibergehend  ge- 
bildetem Harnstoff und Oxalsaure kaum ernstlich gedacht werden: 
man wird in ihr vielmehr ein Spaltungsprodukt des Eiweibes 
sehen miissen. Da das Arginin der einzig komplexere Korper 
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unter den bekannten hydrolytischen Spaltungsprodukten ist, 
welcher die Harnstoffgruppe resp. Guanidingruppe enthilt, wird 
man die Oxalursiéure zum Arginin in Beziehung bringen miissen, 
und damit auch das Defizit an dem bei der Oxydation erhaltenem 
Guanidin gegeniiber dem theoretisch nach dem Arginingehalt 
des Leims zu erwartenden erkliiren kénnen (cf. Zickgraf, 
Inaug.-Diss., S. 11). Bei der direkten Oxydation des Arginins 
entsteht nun keine Oxalursiiure, vielmehr Guanidinbuttersiiure 
oder Guanidin und Bernsteinsiiure (Kutscher), und auch bei 
der Versetzung mit Barythydrat (Schulze) oder der fermen- 
tativen Zersetzung durch Arginase (Kossel und Dakin) wird 
auBer Harnstoff nur Ornithin gebildet. Das driingt alles zu 
der Vermutung, dafi am Guanidinende der Arginingruppe sich 
eine andere Atomkette anreihen mul, aus der die Oxalsiure- 
komponente der Oxalurséure ihre Entstehung nehmen kann. 

Nach den in der Einleitung angefiihrten Vorstellungen wiire 
man zu der Annahme berechtigt, an das Arginin lagere sich eine 
neue Aminosiure so an, da ihre Karboxylgruppe sich mit einer 
Amidogruppe des Arginins unter Wasseraustritt vereinigte. Da 
die bekannten Amidosiuren alle a-Aminosiiuren sind, so wiirde 
daraus folgendes Bild von der Atomkette entstehen miissen: 


NH, R- CH — CO —-——-— NH 
| (H,0-Austritt) 
C — NH NH, CNH 
NH NH 
| | 
CH, CH, 
| | 
CH, CH, 
CH, CH, 
| | 
NH, CHNH, 
| | 
COOH COOH 
Arginin. Arginin mit angekuppelter 


a-Aminosiure 
Dabei bliebe der weitere iiber die (CHNH,)-Gruppe hinaus- 
gelegene Teil (R) des angefiigten neuen Molekiils zunachst Neben- 
sache: die angefiigte Amidosiiure konnte Glykokoll, Tyrosin 
oder selbst eine Diaminosiéure (Lysin, Arginin) sein. Nimmt 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. 17 
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man nun an, daf durch die Oxydation der Rest R abgesprengt 
wird (ev. Bildung von Fettsiiure) und dab dann die endstindige 
Gruppe zur Karboxylgruppe (oder zur -CO . NH,-Gruppe) oxydiert 
wird, so wiirde sich aus einer solchen Atomkette die Oxalur- 
siiure in derselben Weise ableiten lassen, wie die Entstehung 
von Harnstoff aus Arginin begriindet wird. 


NH, NH, 
CNH CNH, 
Harnstoff 
NH \O 
| 
CH, | 
| +. H,O = CH, * 
CH, | 
| CH, 
CH, | 
| CH, Ornithin 
CHNH, | 
| CHNH, 
COOH | 
Arginin COOH 
R- CH—CO—NH CO—CO—NH 
| | 
NH, CNH NH, CNH NH, \ Nonu, 
/ 
NH NH 
| | NH. Oxalan 
CH CH, 
| 
CH 
+H,O= CH, 
CH, 
CHNH, Ornithin 
| CHNH, 
COOH COOH | 
COOH 


An der mit gestrichelter Linie bezeichneten Stelle be- 
findet sich eine an sich nicht sehr feste Bindung, die durch 
Barythydrat oder durch die Arginase gelést wird (in den Oxy- 
dationsversuchen mit Calciumpermanganat bildet sich tbrigens 
voriibergehend Calciumhydrat). Diese Ableitung des Oxalans 
gibt der Vorstellung von der amidartigen Verkuppelung der 
Amidosiiuren (Hofmeister, E. Fischer) untereinander eine 
neue Stiitze. Ein Spaltungsprodukt, aus dem diese Art der 
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-Bindung direkt zu entnehmen war, ist bis dahin, abgesehen von 


Leucinimid, nicht bekannt gewesen; und daher scheint dieser 
Befund ein betrachtliches Interesse beanspruchen zu diirfen. 


Anm. In Parenthese sei hier bemerkt, daf die hier zuletzt 
besprochene Atomgruppierung im Eiweib gestattet, Kreatinin 
direkt auf das Arginin zu beziehen, und dessen Entstehung durch 
direkte Abspaltung aus dem Eiweif moéglich erscheinen labt. Dab 
eine solche Bildung im Organismus stattfindet, soll damit zu- 
nichst nicht behauptet sein, obwohl die Mengenverhiiltnisse eine 
solche Ableitung mit Leichtigkeit gestatteten; aber auf die Még- 
lichkeit eines solchen Ursprunges soll hingewiesen werden. 

Es ist bekannt und in den riitumlichen Verhiltnissen der 
C-, O- und N-Atome begriindet, dafi sich Ketten von 4 oder 5 
Atomen leicht durch ein N- oder O-Atom unter Imid- oder 
Anhydridbildung zu einem ringformigen Komplex  schlieBen. 
Eine derartige Kette liegt am oberen Ende unserer Formel vor ; 
wiirde hier eine Imidbildung eintreten, so wiirde damit die 
Atomgruppierung des Kreatinins entstehen. Die Kreatiningruppe 
ist in der folgenden Formel durch gestrichelte Umrahmung 
hervorgehoben. 


R- CH — CO — NH 
R- \CH —CO—NH 
NH, CNH 

NH 
| N / 
CH, 
/ 
CH, 
CH, | 
CH, 
CHNH, | 
| CHNH, 
COOH | 

COOH 


Diese Ableitung der Oxalursiiure wiirde auch aufrecht er- 
halten werden diirfen, wenn das freie Guanidin, das Kutscher 
und Otori!) bei der Pankreasselbstverdauung und Otori?®) bei 
der Hydrolyse des Pseudomucins erhalten haben, nicht der 


: Zentralblatt fiir Physiologie, Bd. XVIII, S. 248. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 5. 453. 
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Arginingruppe entstammen sollte, sondern, wie Kutscher ver- 
mutet, aus einem neuen, anderen Kern herzuleiten ist. Es ist ohne 
weiteres verstandlich, auch jedes andere Guanidinderivat 
aihnlicher Art dieselben Dienste fiir die Ableitung der Oxalurséure 
tut, wie das Arginin, das oben als Paradigma genommen wurde. 
Zum Schluf}b mag in Kiirze darauf hingewiesen werden, 
dafi sich unter den erhaltenen Oxydationsprodukten einige be- 
finden, welche auch im Harn oder Blute der Tiere gefunden 
sind, und welche man als End- oder Zwischenprodukte des 
tierischen Stoffwechsels ansehen darf. Dahin gehéren die Oxal- 
siiure, die Oxalursiiure, Bernsteinsiiure, Benzoesiure (Hippur- 
siiure). Diese Beziehungen hier aber weiter zu beleuchten, er- 
scheint ungelegen, weil zwar solche Reagensglasversuche viel- 
leicht geeignet sind, dereinst zur Aufkliirung der Art der 
physiologischen Verbrennung beizutragen, weil aber das_ hier- 
her gehorige Material bis jetzt noch nicht umfangreich genug 
ist, um eine derartige Parallele einigermafen aussichtsvoll er- 
scheinen zu lassen: und es kann daher auf eine derartige Be- 
handlung der erhaltenen Resultate verzichtet werden. 


Analytische Belege. 


1. 0.2064 g des Silbersalzes gaben mit starker Salpeterséure und Salz- 
siiure eingedampft 0,1936 Ag(Cl. 

2. 01570 g des Platinates gaben nach der Verbrennung 0,0680 ¢ Platin. 

3. O1900 Platinat gaben 0,0830 ¢ Platin. 

4. 0.2382 g des Barytsalzes, langsam verkohlt und gegliiht, darauf mit 
einer konzentrierten Ammoniumkarbonatlésung befeuchtet und ge- 
linde geglitht, hinterlassen 0,2086 g BaCOg. 

5. 0.1550 g Substanz hefern bei 15,2° und 748 mm Hg iiber 29°/o KOH 
aufgefangen 42.9 ccm N. 

0,1344 g Substanz liefern bei 13,3° und 740 mm Hg 37,2 cem N. 


» 01596 g CO, und 0,0502 g H,0. 
O1616 » > 01600 > » » 00580> » 
O1408 » 3 nach Carius verbrannt, gaben weder mit Silber- 


nitrat noch mit Baryumniirat einen Niederschlag. 
0.1538 g Substanz liefern bei 13.9° und 745,5 mm Hg tiber 50°/o KOH 
aufgefangen 42,4 ccm N. 
6. 0.1394 g Substanz liefern bei 13.4° und 744,5 mm Hg iiber 50°/o KOH 
aufgefangen 38,4 ccm N = 32,10°%o N. 
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. 0,1230 g Substanz liefern bei 10,5° und 748,5 mm Hg iiber konzen- 


trierter KOH aufgefangen 16,8 ccm N. 

0.2984 g¢ Substanz bei 110° getrocknet verloren 0,1504 g an Gewicht. 

0,1800 g Silbersalz hefern 0.1130 Silber. 

0.1568 » » » 00978 » > 

0.1320 » Substanz liefern bei 14,1° und 746.5 mm Hg iiber 28.6°/o KOH 
aufgefangen 17,8 ccm N. 

0.1562 Substanz lefern 01192 CO, und 0,0790 ¢ H,O. 

OL4S6 » >» » » O0776 > » 

O1434 » » bet 15.89 und 752 mm Hg iiber 29°/o KOH 
aufgefangen 15,6 N (== 12,53 

0.1252 ¢ Substanz liefern bei 15° und 745 mm Hg iiber 29°/o KOH 
aufgefangen 13,8 cem N (== 12,62°/0). 

O1488 g Substanz liefern bet 15.2° und 747 mm Hg itiber 29°%/o KOH 
aufgefangen 23,8 ccm N. 

0.1042 ¢ Substanz liefern bei 15,8 und 749 mm Hg iiber 29°/o KOH 
aufgefangen 17,0 ccm N. 

0.1762 g Substanz liefern 0.1642 ¢ CO, und 0,0642 g H,0. 


01508 > > O1384> » » 00544 

01588 » Silbersalz » 0,1162 » 

0.2030 » > » 0.1478 » » 

. O1342 >» Substanz » bei 16° und 749 mm Hg iiber 29°/o KOH 


aufgefangen 19,4 N. 


14. 0.1646 g Substanz liefern 0.4154 g CO, und 0,0748 H,0 aus 

15. 0.2254 » Silbersalz » O,1054 » Ag § Albumin. 

16. 0.2308 » » >» \ 
0.1460 0,0690 > >» 

17. Es wurden je | Ameisensiure (2 g der 50° igen Kahl baumschen 


Lésung), 1 » Essigsaure und 
1 » Butterséure 
gemischt und fraktioniert mit kleinen Mengen (0,2—0,3 g) in etwas 
Wasser verriebenem Silberkarbonat behandelt; nach mehrstiindigem 
Stehen wurde der Niederschlag abgesaugt und mit Ausnahme der 
ersten Fraktionen, die das ameisensaure Silber enthielten, aus 
heifem Wasser umkristallisiert. Die dann erhaltenen Kristalle 
wurden wiederum abgesaugt, mit Alkohol und Ather gewaschen 
und nach dem Trocknen analysiert. 
1. Fraktion. Diese wurde auch aus heifem Wasser umkristallisiert 
und enthielt viel reduziertes Silber. 
0,2168 g Subst. gaben 0,2238 g AgCl. Ag = 77,70°%o. 
2. Fraktion. Nicht umkristallisiert. 
0.2590 Subst. gaben 0.2450 g AgCl. Ag = T1,21°%/o. 
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3. Fraktion. Nicht umkristallisiert. 


0.3592 g Subst. gaben 0,3588 g AgCl. Ag = 75.19°)o. 
4. > 02646 > > > 02660 > » = 75.67%. 
5. 0.2792. »- > >» 0,2842> » >» == 75,19°%,o 
6. OB262 2 > 0,3202> » » = 73.89% 
Umkristallisiert. 

0.1122 Subst. gaben 0,0916 AgCl. Ag 61,37°/o, 
0.1684 » > Q1246 » » == 55,70°%/o. 
0.2238 > » >» O1814> » > == 


2. Kristallisation. 
0.0538 g Subst. gaben 0,0442 g AgCl. Ag = 61,84°/o. 


10. 0.2324 > >» 0,1962> » >» == 63,55 °%o. 
» O1d56 » >» == 63,64°%o. 
> OALOLO » » O,O868 » » ==64,69°/o. 


18. Es wurden je I g Essigsiure, 
| » Propionsaure, 
» Buttersiiure 
gemischt und mit kleinen Mengen, mit etwas Wasser aufgeschlemmtem 
Silberkarbonat fraktioniert behandelt; nach halbtagigem Stehen der 
einzelnen Fraktionen wurden die resp. Niederschlage abgesaugt 
und, aufer der ersten Fraktion, aus heifer Wasser umkristallisiert. 
Die nach dem Einengen erhaltenen Kristalle wurden abgesaugt, mit 
Alkohol und Ather nachgewaschen und analysiert. 
1. Fraktion (nicht umkristallisiert). 
0.1400 g Subst. gaben 0.0862 g Silber = 61,57° Ag. 


2. > (von hier ab einmal umkristallisiert). 
0.1428 g Subst. gaben 0,0796 g Silber = 55,74" 5 Ag. 
3.» » » O0714> » == 55,19% » 
6. O4652> » » O0046> » =57,15% » 
Nach weiterem Einengen der Mutterlauge. 
0.1004 Subst. gaben 0,0572 g Silber = 56,97°%Jo Ag. 
Nach noch weiterem Einengen. | 


O,1958 g Subst. gaben 0,1204 g Silber = 61,49",o Ag. 


» 0.0986 > » == 59,61°/o > 

(8, 0.0406 » >» 0,0240> » = 5911% > ) 

9 » @1386> » 0,0808 > == 60,04%o » 
10, 0.0822 >» » > 00524 > » = 63,75%o 
ii. > O1BI8» >» > 0,0830> » = 63,00% >» 
12. 00,0826 >» > 00540> » = 65,3 % > 
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19. Die aus 300 g Leim gewonnenen, mit Wasserdampf fliichtigen Siéuren 
wurden fraktioniert mit Silberkarbonat behandelt. Von der dritten 
Fraktion ab wurden die Silbersalze einmal aus heiffem Wasser 
umkristallisiert. 


1. Fraktion. 0,2176 g Silbersalz gaben 0,2010 ¢ AgCl. Ag = 69,53 °/o. 


2. O,1442 » > » O,1322> » == 69,01 °/o. 

08306 » OS034 » = 69,08°%/o, 
3. 0),2526 » 0.2170 » » == 64,67°%)o. 

0.1336 » O,L148 >» == 64,68 
4. 0.0608 » O0464 » » == 57,4590. 
dD. » 0.0536 » >» O,0458 » >» » == 61,51 °/o. 
6. > 0.0680 » > > O0560 » > == 62,27 °%e. 
7. > O.1678 » > 01390 » » 62,36%)0. 
8. > O.1572 » » O,0964 == 46,36%o. 


Es berechnet sich fir: 


Ameisensaures Silber 70.57°/o Ag 


Essigsaures >» 64,75°%/o » 
Propionsaures » 
Buttersaures >» 65.36% » 


Valeriansaures 51.6420 
Benzoesaures Silber 47,13°/o Ag 
Kohlensaures— > » 


20. Die aus der Albuminoxydation gewonnenen fliichtigen Séuren wurden 
fraktioniert mit feuchtem Silberkarbonat gefillt. Die Silbersalz- 
fraktionen wurden von der vierten Fraktion ab einmal aus heifiem 
Wasser umkristallisiert; die Kristalle abgesaugt, mit Alkohol und 
Ather gewaschen und analysiert. 

1, Fraktion. Die erste Analyse, welche mit direkter Veraschung 
angestellt wurde, explodierte. Daher wurden die weiteren 
Analysen so angestellt, daf\ das betreffende Salz mit konzen- 
trierter Salpetersiure im Tiegel, dazu mit konzentrierter Salz- 
siure und elwas Wasser versetzt wurde, auf dem Wasser- 
bade zur Trockene eingedampft und dann bis zum >chmelzen 
des Chlorsilbers gegliiht wurde. 


0,1000 g Substanz gaben 0.0838 g AgCl. Ag = 63,08" o. 


2. Fraktion. 0,1686 » » 01576> » » = 70,360. 
0.1650 » > >» (,1532> >» > == 90,17 
3. » 03550 » > » 0.3538 > >_ = %o. 


Von hier an umkristallisiert. 


4, > 0),0568 g Substanz gaben 0.0476 g AgCl. Ag = 63,08" o. 
Noch ziemlich stark reduzierende Lésungen. 
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b) 0.0634 g Substanz gaben 0,0552 g AgCl. Ag = 65,540. 


5. Fraktion. 0,0922 » > » O0,0770> » > == 62,87%o. 
(6. > 0,0378 » > » 0.0270» » == 53,77%0.) 
0,1272 » » 0,0942 » >» == §5,75°)0. 
8. »  0,0970> > 00756> >» » =5867%. 
0.0984 » > » 0,0762> » » = 58,30%. 
9. 01524 » > » 01296 » >» ==64,01°. 
10. O,1354 » > >» O1160> » » ==64,49%. 
a. Fraktion, b) 01570 g Substanz liefern 0.0948 g Ag = 
3. > a) 0,1566 » » » 0.0998 » » = 63,73%o. 
(b) 0,0958 » > 0,0600 >» » = 62,63%.) 
c) 0,1364 » > »  0,0852 » » = 62,46°/o. 
(d) 0,0494 » » >» 0,0280 » » = 56,680.) 
22. a) 0,1058 g Substanz liefern 0,1000 g AgCl = 71,15°%/o Ag. 
b) 0),2000 2 » » 0.1854 » » == 69,78° » 
23. 0.2658 g Substanz liefern 0,2502 g AgCl. 
24, 01874 » > »  O1284 » CO, und 0,0816 g H,0. 
25. 0,1452 » Silbersalz »  0,0940 » Ag. 
0.1736 » Substanz »  0,2568 » CO, und 0,0830 g H,O 
26. O,1634 » » O2418> » » OO778>» » 
(2408 » Silbersalz »  0,1564 Ag 
27. 0.1256 » » 0.1062 AgCl 
28. 01442 » »  0,1082 AgCl 
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Die Monoaminosauren des «Edestins» aus Baumwollsamen und 
dessen Verhalten gegen Magensaft. 
Von 
Emil Abderhalden und Otto Rostoski, Wiirzburg. 


(Aus dem I. Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20, Marz 1905.) 


Nach der allgemeinen Annahme geht die hydrolytische 
Spaltung des Eiweibes unter normalen Verhiiltnissen') unter der 
Einwirkung von Pepsin und Salzsiéure nicht iiber die Peptone 
hinaus. Dementsprechend konnte der eine?) von uns im Magen- 
inhalte von auf der Hohe ihrer Verdauung getéteten Hunden 
in keinem Fall mit Sicherheit Aminosiiuren nachweisen. Eine 
absolut sichere Deutung lassen diese Befunde nicht zu, denn 
die Moglichkeit mu immerhin in Betracht gezogen werden, 
dab der bildung tiefster Spaltprodukte eine sofortige Resorption 
entsprechen konnte. Es schien uns deshalb wichtig, unter 
moglichster Innehaltung physiologischer Verhaltnisse moglichst 
exakt festzustellen, ob unter der Einwirkung von Magensaft 
Aminosiiuren aus dem Eiweil} abgespalten werden, und in 
welchen Mengenverhiltnissen. Um bei Verdauungsversuchen 


') Daf bei sehr lange dauernder Einwirkung von Siéure und Pepsin 
die Hydrolyse bis zu einfachen Spaltungsprodukten gehen kann, beweisen 
die Versuche von Leo Langstein (Hofmeisters Beitriige, Bd. 1,8. 507 
(1902), und Diese Zeitschrift, Bd. XXX1, S. 208). Vergl. auch beziiglich 
Langsteins Arbeit Salaskin und Kowalewsky, Diese Zeitschrift, 
Bd. XXXVIII, 5S. 567 (1903). 

Nachdem die vorliegende Arbeit bereits abgeschlossen war, ist 
eine Abhandlung von D. Lawrow (Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 447, 
1905) erschienen, die vornehmlich das Studium des Einflusses der Salz- 
siure auf die Eiweifikérper bei der Magenverdauung zum Ziele hat. Wir 
werden spater auf die mitgeteilten Resultate zuriickkommen. 

*) Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 17 (1905). 


266 Emil Abderhalden und Otto Rostoski. 


eindeutige Resultate zu erhalten, mufi nach den neueren Er- 
fahrungen unbedingt die Forderung aufgestellt werden, daf 
derartige Untersuchungen mit den reinen aus Fisteln gewonnenen 
Verdauungssiiften, welche durch die ausgezeichneten, von 
Pawlow geschaffenen Methoden so leicht zugénglich geworden 
sind, ausgefiihrt werden. Die Verwendung von kauflichen Pepsin- 
priparaten und von durch Extraktion der Magenschleimhaut 
hergestelltem «Magensaft» kann deshalb nicht zu einwandsfreien 
Resultaten fiihren, weil die Mitwirkung anderer Fermente, z. B. 
der autolytischen, durchaus nicht ausgeschlossen ist. Dab in 
der Tat derartige Produkte ganz anders und zwar viel energischer 
als der reine Magensaft wirken kOnnen, haben wir durch eigene 
Versuche festgestellt. Der zu unseren Versuchen verwendete 
Magensaft') stammte aus einem sogenannten kleinen Magen 
nach Pawlow. Nach dieser Methode erhalt man einen von 
Kestandteilen der Nabrung absolut freien Magensaft. Als «voll- 
wertiger» Magensaft darf das so gewonnene Produkt im strengen 
Sinne des Wortes nicht aufgefaht werden, denn wir erhalten 
durch die genannte Operation nur den Saft eines Teiles des 
gesamten Magens. Bekanntlich sondern aber die einzelnen 
Abschnitte des Magens ein ganz verschiedenartiges Sekret ab. 
Dali jedoch der von uns verwendete Saft fiir unsere Zwecke 
vollkommen ausreichte, zeigten unsere Vorversuche, die ergaben, 
er sehr rasch Eiweifi peptonisierte. 

Um die bei der Verdauung mit Pepsin und Salzsiiure 
entstehenden einfacheren Spaltprodukte, speziell die Aminoséuren, 
festzustellen, unterwarfen wir das Verdauungsgemisch zu ver- 
schiedenen Zeiten der Einwirkung des Fermentes der Dialyse. 

Das Dialysat, in dem wir die eventuell gebildeten Amino- 
siiuren vermuteten, wurde zur Entfernung der komplizierteren 
Produkte aus grofber Verdiinnung mit Phosphorwolframsaure 
gefallt und im Filtrat des Niederschlages nach den einfacheren 
Spaltprodukten gesucht. Wir wiihlten diesen Gang der Unter- 
suchung, um jede sekundiire Hydrolyse (etwa durch die vor- 
handene Salzsaéure) der gebildeten Verdauungsprodukte zu ver- 


') Fir die giitige Uberlassung des Magensaftes sprechen wir Herrn 
Privatdozent Dr. Bickel unseren verbindlichsten Dank aus. 
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meiden. Vor allem schlossen wir die sekundiire Wirkung der 
Salzsiiure aus, indem wir dieselbe bei unseren QOperationen 
stets zuerst entfernten. Trotz langer Dauer des Versuches ist 
es uns unter den unten genauer angefiihrten Versuchsbedingungen 
in keinem Falle gelungen, irgendwie erheblichere Mengen von 
Aminosiiuren nachzuweisen. Spuren von Tyrosin konnten allein 
mit Sicherheit festgestellt werden. 

Zu den Versuchen wiihlten wir das aus Baumwollsamen 
dargestellte Edestin, das uns in groéberer Menge zur Verfiigung 
stand. Da dessen Zusammensetzung noch nicht bekannt war, 
haben wir nach der Estermethode von KE. Fischer zuniichst 
die Monoaminosiuren bestimmt. Edestin aus Baumwoll- 
samen enthilt Glykokoll, Alanin, Aminovaleriansiiure, 
Leucin, a-Prolin, Phenylalanin, Asparaginsiure Glu- 
taminsaure, Serin, Tyrosin und Tryptophan. Es finden 
sich somit dieselben Spaltprodukte, wie bei den iibrigen bis jetzt 
untersuchten Eiweibkérpern. In den Mengenverhiiltnissen seiner 
Aminosauren stebt es zum Teil dem Edestin aus Hanfsamen 
recht nahe. Der Gehalt an Glutaminsiiure ist allerdings be- 
triichtlich hodher. Es liegt dies zum Teil an der Art der 
Isolierung derselben. Bei der Hydrolyse des Edestins aus Hanf- 
samen war die Glutaminsiiure fast ausschlieblich mit Hilfe 
der Veresterung gewonnen worden, im vorliegenden Falle 
dagegen war die Bestimmung zum grébten Teil eine direkte. 
Ob die tbrigen Differenzen in der quantitativen Zusammen- 
setzung der beiden Edestine der angewandten Methode zur 
Last fallen, oder ob vielmehr die unter die Gruppe «Edestine» 
eingereihten EiweibkOrper ganz verschieden sind,  einst- 
weilen dahingestellt bleiben. Es ist tibrigens auch sehr wohl 
moéglich, daB die Zusammensetzung des «KEdestins» ein und 
derselben Pflanze eine schwankende ist. Untersuchungen in 
dieser Richtung sind im Gange. Aus den Verdauungsversuchen 
mit Magensaft darf geschlossen werden, dah unter den ange- 
wandten Versuchsbedingungen ein irgendwie in Betracht 
kommender tieferer Abbau des verwendeten Edestins unter der 
Kinwirkung von Pepsinsalzsiéure nicht stattgefunden hat. Weitere 
Versuche mit modifizierten Versuchsbedingungen und An- 
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wendung anderer Eiweifikorper miissen erweisen, ob die ge- 
machten Beobachtungen ganz allgemeine Giiltigkeit besitzen. 


Experimenteller Teil. 


I. Hydrolyse des Edestins aus Baumwollsamen. 


1 kg Edestin aus Baumwollsamen mit einem Wassergehalt 
von 12,6°/o und einem Aschegehalt von 0,4°/o wurden mit 
3.1 konzentrierter Salzsiure vom spezifischen Gewicht 1,19 
unter fortwahrendem Umschiitteln tibergossen und so lange 
stehen gelassen, bis sich das Eiweif vollstiindig aufgelést hatte. 
Nun wurde 6 Stunden am Riickflubkiihler gekocht, und die 
Loésung nach dem Erkalten im Vacuum auf etwa die Hiilfte 
eingeengt, mit gasformiger Salzsaure gesittigt und tiber Nacht 
auf Eis gestellt. Es schied sich dabei ein dunkelbrauner 
kristallinischer Brei aus, der abgesaugt und mit konzentrierter 
Salzsiiure gewaschen wurde, Beim weiteren Eindampfen der 
vereinigten Filtrate und Siattigen mit gasfOrmiger Salzsiéiure 
erhiell man noch einmal einen dicken Kristallbrei. Beide Por- 
tionen wurden vereinigt, in wenig Wasser gelést, mit Tierkohle 
gekocht und durch Salzséure wieder zur Ausscheidung gebracht. 
Durch mehrmalige Wiederholung dieser Operation wurde das 
Glutaminsaurechlorhydrat vollig gereinigt. Uber Schwefelsiiure 
und Kalk getrocknet, wog es 154 g. 

0,1894 ¢ Substanz gaben 0.2250 g CO, und 0.0926 g H,O 

Berechnet fiir C,H,NO,- HCI: Gefunden : 

32.70% und 5,40%Jo H. 32.40% CG und 5,43% H. 

Die Mutterlauge des Glutaminsaurechlorhydrats wurde 
nun in drei Portionen bis zum Sirup eingedampft, jede Portion 
mit 11 absolutem Alkohol tibergossen, und nun durch Sattigen 
mit trockenem Salzsiituregas in der gewOhnlichen Weise ver- 
estert. Der ganze Prozef der Veresterung wurde noch zweimal 
wiederholt, und schlieBlich die Ester in der bekannten Weise 
in Freiheit gesetzt. Die fraktionierte Destillation der Ester gab 
folgendes Resultat : 


I. Fraktion bis 60° (Temp. des Wasserbades) bei 10 mm Druck = 4) g 
Il. > >» 100° ( » > > ) » 10 » » = 
IV. > » 180° ( » Olbades ) > 05 >» » ==100> 
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Im Kolben verblieb ein bald erstarrender, braungelb ge- 
farbter Riickstand. Er wog 130 g. 

Die einzelnen Fraktionen wurden in der folgenden Weise 
verarbeitet. 


I. Fraktion. 


Sie wurde mit konzentrierter Salzsiiture zur Trockene 
verdampft. Es verblieben 25 @ Riickstand. Er wurde mit dem 
3fachen Gewicht absoluten Alkohols tibergossen und mit gas- 
formiger Salzsaure gesiittigt. Beim Stehen in der Kilte und 
Impfen eines Kristallchens von Glykokollesterchlorhydrat  trat 
bald reichliche Kristallisation ein. Nach 24 Stunden betrug 
ihre Menge 20 g. 

0.1968 Substanz gaben 0,2507 g CO, und 0.1256 g H,O 

Fiir C,H, NO,Cl berechnet: 34,41°'o C und 7,17° 0 H 
gefunden : 34,74°%o » 7,09°%o 

Das Filtrat des Glykokollesterchlorhydrates wurde in der 
bekannten Weise durch Kochen mit gelbem Bleioxyd von der 
Salzsdure befreit. Es enthielt 10,5 g einer bei 295° (korr.) 
schmelzenden Aminosiiure, die alle Kigenschaften des Alanins 
zeigte. 

I]. Fraktion. 

Sie wurde durch Kristallisation in zwei Fraktionen getrennt. 
Beide wurden zur Entfernung von a-Prolin mit absolutem Al- 
kohol ausgekocht. 

Von der ersten Fraktion verblieben 5 g. Sie bestand aus 
Leucin. 

0.1320 g Substanz gaben 0.2754 g CO, und 0.1224 g H,O 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
54,990 C und 9,8%o H. 54,790 C und 9,9%o H. 

Die leichter lésliche Partie (14 g) enthielt fast ausschlieb- 
lich Alanin. 

0.1803 g Substanz gaben 0.2670 g CO, und 0,1290 g H,O 

Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 
4),4°/o und 7,9°%o H. 40,39%0 C und 7,95°/o H. 

Der alkoholische Auszug wurde mit dem in der folgenden 

Fraktion erhaltenen zur gemeinsamen Verarbeitung vereinigt. 
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Ill. Fraktion. 


Die dritte Fraktion wurde direkt zur Trockene verdampft, 
und der Riickstand mit absolutem Alkohol ausgekocht. Das in 
Alkohol Unlésliche wurde wiederum in Wasser gelOst und nun 
durch fraktionierte Kristallisation in fiinf Unterabteilungen zer- 
legt. Die drei ersten Fraktionen hatten denselben Schmelz- 
punkt (298° korr.). Sie bestanden zum weitaus groBten Teil 
aus Leucin, das sich leicht durch Umkristallisieren aus heifiem 
Wasser analysenrein gewinnen lief}. Seine Menge betrug 130 g. 

O.1701 ¢ Substanz gaben 0.3411 g CO, und 0,1510 g H,O 

serechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
0 C und 9,8°%/o H. 54,69°Jo C und 9,86 2/o H. 

Aus der vierten und fiinften Unterabteilung wurden zu- 
naichst durch Darstellung der Kupfersalze reine Substanzen zu 
isolieren versucht. Es gelang, aus der vierten Fraktion reines 
Alaninkupfer zu isolieren. 

0.5142 g Substanz gaben 0,1692 g CuO == 0,1352 g Cu = 26,3°/o Cu 


» > » 0.2209 » CO, und 0,0908 g H,O 
Berechnet fiir (C,H,NO,), Cu: 30,05°%o C, 5,00°/o H und 26,50°/o Cu 
Gefunden : BO,28°%/o » 5,04°%o >» » 26,30°%o » 


Durch weitere Kristallisationen wurden fernerhin Produkte 
erhalten, deren Kupfergehalt auf ein Gemisch von Alanin und 
Aminovaleriansaéure und event. Leucin hindeutete. Der Ver- 
such, aus den mit Schwefelwasserstoff zerlegten Kupfersalzen 
reine Aminovaleriansiiure zu gewinnen, hatte auch keinen vollen 
Erfolg, wie die Analyse des «reinsten» Produktes zeigt: 

0.1627 g Substanz ergaben 0,3015 g CO, und 0,1346 g H,O 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
und 9,40% H. 50,54°%o G und 9,18%o H. 

Es gelang somit leider nicht, vollig reine Aminovalerian- 
siiure zu gewinnen. Sie ist aber zweifellos vorhanden. Durch 
Hacemisierung der gesamten Fraktion hitte sich deren Rein- 
darstellung sicher erleichtern lassen. 

Die fiinfte Unterabteilung hatte dieselbe Zusammen- 
setzung wie die vierte. Auch sie enthielt zweifelsohne Amino- 
valeriansiure. 

Die Gesamtmenge des aus dieser Fraktion isolierten Ala- 
nins betrug 15 g. 
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Die aus Fraktion Tl und Ill erhaltenen alkoholischen Aus- 
ziige wurden vereinigt, im Vacuum zur Trockene verdampft 
und nun nochmals in absolutem Alkohol gelést. Es ging alles 
bis auf einen kleinen Rest in Lésung. Zur weiteren Reinigung 
des a-Prolins wurde es aus der alkoholischen Losung mit 
Ather ausgefillt. Erhalten wurden 20 g reines a-Prolin. Es 
bestand, wie das Verhalten der in der iiblichen Weise dar- 
gestellten Kupfersalze gegen Alkohol zeigte, aus einem Gemisch 
von aktivem und racemischem Prolin. Die Analyse des race- 
mischen Prolins gab folgende Zahlen: 
0.2102 g Substanz gaben 0.4022 CO, und 0.1511 g H,0 
Berechnet fiir C,H,NO, : Gefunden : 
52,1890 C und 7,83°%o H. 52.18% CG und 7.98°%o H. 


IV. Fraktion. 


Diese enthielt die Ester des Phenylalanins, der Glutamin- 
siiure, der Asparaginsiiure und des Serins. In der bekannten 
Weise wurde zuniachst aus dem Estergemisch der Phenylalanin- 
ester mit Ather abgetrennt. Der nach dem Verdampfen des mit 
viel Wasser sorgfiltig gewaschenen Athers verbleibende Ester 
wurde wie gewohnt mit Salzsiure verseift, und dann durch 
Verdampfen mit Ammoniak und Trennung mit Wasser das freie 
Phenylalanin gewonnen. 

0.1624 g Substanz gaben 0.3913 ¢ CO, und 0,0975 ¢ H,O 

Berechnet fiir CyH,,NO,: Gefunden : 
65,45°%o C und 6,66% H. 63,719» © und 6.67% H. 
Seine Menge betrug 34,3 g. 

Das in Ather unlésliche Estergemisch wurde mit kristal- 
lisiertem Baryt verseift. Nach einigem Stehen schieden sich 
am Boden des Gefibes kérnige Kristalldrusen von asparagin- 
saurem Baryt aus. Von diesen wurde abgesaugt und durch 
Kochen mit iiberschiissiger Schwefelsiiture und nachheriger 
quantitativer Ausfillung dieses Uberschusses mit reinem Baryum- 
hydrat die freie Asparaginsiiure gewonnen (21,5 g). 

9.1802 Substanz gaben 0.2378 CO, und 0,0854 g H,O 

Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
36,09%o und 5,26%o H. 35,99°%o und 5.26% H. 
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Das Filtrat vom ausgeschiedenen asparaginsauren Baryt 
wurde mit Schwefelsiure quantitativ von Baryt befreit, unter 
vermindertem Druck vollig zur Trockne verdampft, dann in 
wenig konzentrierter Salzséure gelést und bis zur Siattigung 
trockenes Salzsiiuregas eingeleitet. Beim Stehen auf Eis erfolgte 
reichliche Kristallisation von Glutaminsaurechlorhydrat (14,0 g), 
Die Mutterlauge derselben wurde durch Kochen mit gelbem 
Bleioxyd von der Salzsiiure befreit und dann bis zur beginnenden 
Kristallisation eingeengt. Diese erste Kristallisation bestand zum 
eroBten Teil aus Asparaginséure (4 g), offenbar noch etwas 
mit Glutaminsiiure verunreinigt. Durch weiteres Einengen der 
Mutterlauge wurden Kristallisationen erhalten, welche nach 
wiederholtem Umkristallisieren aus Wasser mehr und mehr 
Analysenzahlen gaben, welche dem Serin entsprachen. Reines 
Serin wurden auf diese Weise 3,2 g erhalten. Seine Menge 
war in Wirklichkeit bedeutend grofer. 

g Substanz gaben 0.1884 g CO, und 0.0950 g H,O 


Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 
34,289 C und 6,66°%o H. 34,0°/o C und 6,9°/o H. 
Rickstand. 


Der bei der Destillation der Ester verbleibende Riickstand 
wurde mit viel Essigiither ausgekocht. Ein geringer Teil ging 
in Losung. Nach dem Verdampfen des Essigiithers hinterblieb 
eine geringe Menge einer voluminosen Kristallmasse. Sie zeigte 
alle Eigenschaften des Leucinimids. Der nicht in Essigiither 
losliche Riickstand wurde 6 Stunden mit iiberschiissigem Baryt- 
hydrat gekocht, und nach dem Abkiihlen der Baryt mit Schwefel- 
siiure quantitativ entfernt. Durch Einengen der so erhaltenen 
Losung lieben sich zuniichst Kristallisationen von ganz reiner 
Glutaminsiiure gewinnen (8,3 g). Weitere Mengen wurden durch 
volliges Eindampfen der zuletzt verbleibenden sirupOsen Mutter- 
lauge, Lésung des Riickstandes in konzentrierter Salzsiiure, Ein- 
leiten von Salzsiiuregas gewonnen (8 g). Aus der Mutterlauge 
des Glutaminséurechlorhydrates wurde die Salzsiure mit Blei- 
oxyd entfernt. Es gelang nicht, aus dieser Mutterlauge zu 
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kristallisierten, einheitlichen Produkten zu gelangen. Auch der 
Versuch, Kupfersalze darzustellen, fiihrte zu keinen einwands- 
freien Resultaten. 

Tyrosinbestimmung. 

250 g Edestin wurden 12 Stunden mit 2!/21 25°/oiger 
Schwefelsiiture am Riickflubkiihler gekocht, nach dem Erkalten 
mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt, die Schwefelsiiure 
mit Baryt quantitativ gefallt, und das Filtrat vom Baryumsulfat 
soweit eingeengt, bis schon in der Wirme eine reichliche 
Kristallisation erfolgte. Die Mutterlauge der abgesaugten Kristall- 
masse wurde so lange weiter eingedampft, bis eine Probe der 
von den Kristallen befreiten Mutterlauge nur noch eine ganz 
schwache Millonsche Reaktion gab. Die vereinigten Kristall- 
massen wurden zur Reinigung mit Eisessig ausgekocht und 
schlieBlich aus viel heifem Wasser unter Kochen mit Tierkohle 
umkristallisiert. Es wurden auf diese Weise 5 g reines Tyrosin 
erhalten. 

0.1882 Substanz gaben 0.1039 g H,O und O4118 g CO, 


Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
59,66°/o und 6,07°/o H. 59,67°/o C und H. 


Nachweis von Tryptophan. 

100 ¢ Edestin wurden in 1 | Wasser suspendiert, mit 
Pankreatin (Rhenania) und Toluol versetzt und 14 Tage lang 
im Brutraum aufbewahrt. Das Verdauungsgemisch zeigte deut- 
liche Tryptophanreaktion. 

Im Edestin aus Baumwollsamen wurden somit auf 100 g 
trockenes, aschefreies Eiweifs berechnet folgende Produkte isoliert: 


Glykokoll 1,2%/o 
Alanin 4,5°/0 
Aminovaleriansiure vorhanden 
a-Prolin 2,3°%Jo 
Leucin 15.5 °/o 
Glutamimsaure 17,2°/o 
Asparaginsaure 2,9°/o 
Phenylalanin 3,9%/o 
Serin so 
Tyrosin 
Tryptophan vorhanden, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. Ls 


bo 


Emil Abderhalden und Otto Rostoski, 


II. Verdauungsversuch. 


Am 19. XIL. 1904 wurden 500 g Edestin (dasselbe Praparat, 
dessen Hydrolyse ausgefiihrt wurde) mit 31 0,4°/oiger Salzsaure, 
400 com Hundemagensaft und Toluol versetzt und bei 36° 
aufbewahrt. Der Salzsiiuregehalt des Magensaftes war 0,47°/o. 
Seine verdauende Kraft wurde fiir koaguliertes EiereiweiB und 
Edestin gepriift und mit einem gut wirksamen menschlichen 
Magensaft verglichen. Dabei ergab sich eine sehr starke ver- 
dauende Kraft des Hundemagensaftes, die die des menschlichen 
Magensaftes wenigstens fiir das Edestin noch erheblich tber- 
traf. Auch bei dem eigentlichen Verdauungsversuch kam es 
sehr bald zu einer Auflésung des Edestins, wobei die Reaktion 
auf freie HCl (Congopapier) schnell verschwand. 

Am 21. XII. wurde noch 11 0,4°/oiger Salzsiure zugesetzt, 
schon nach wenigen Stunden war wieder die Reaktion auf 
freie HCl versechwunden, sie trat auch in den niachsten Tagen 
nicht wieder auf. 

Am 29. XII. wurden, da das Verdauungsgemisch einen 
breiartig ziihen Charakter angenommen hatte, der ein ordent- 
liches Durchschiitteln unmédglich machte, 3!/2 | Wasser (ohne 
HCl) zugegeben, eine Congopapierreaktion blieb dauernd aus, 
mit Lakmuspapier war dagegen stark saure Reaktion zu kon- 
statieren. 

Am 5. I. 05, also nach 17 Tagen, wurden die ersten 2 | 
zur Untersuchung genommen. Niheres siehe unten. Der iibrige 
Teil blieb weiter im Brutraum  stehen. 

Am 16.1. wurde zu dem Verdauungsgemisch soviel Salz- 
siure gegeben, dab jetzt eine deutliche Reaktion auf freie Salz- 
siiure vorhanden war. Das Salzsiiuredefizit hatte O,109°/o betragen, 
d. h. man muBte soviel Salzsiiure hinzugeben, um eine Reaktion 
auf freie Salzsiiture (mit Congopapier oder mit Phloroglucin- 
Vanillin) zu erhalten. Die Reaktion auf freie HCI blieb jetzt 
wihrend des ganzen Versuches bestehen. Ferner kamen noch 
60 com Magensaft zum Verdauungsgemisch hinzu. 

Am 20. 1., also nach 32 Tagen, wurden wieder 2 1 zur 
Untersuchung genommen, ebenso am 6. II, also nach 48 Tagen, 
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und am 14. Il., also nach 56 Tagen, die letzten etwa 2!!2 I. 
Am 7. II. wurde die verdauende Kraft des Gemisches gegen 
koaguliertes Eiereiweih nochmals gepriift. Es zeigte sich noch 
recht wirksam. Um in den einzelnen 4 Portionen, die zu ver- 
schiedenen Zeiten entnommen worden waren, Aminosiiuren 
nachzuweisen, wurden sie in Pergamentschliiuchen 8 Tage lang 
gegen destilliertes Wasser dialysiert, das wahrend der ersten 
3 Tage taglich, dann alle 2 Tage gewechselt wurde. In jedem 
Versuch wurden die Dialysate, welche sauer reagierten und 
starke Biuretreaktion gaben, vereinigt, mit Phosphorwolfram- 
siure die Albumosen und Peptone ausgefiillt, die tiberschiissige 
Phosphorwolframsiure im Filtrate des Phosphorwolframsiaure- 
niederschlages mit Baryt entfernt, letztere quantitativ mit H,SO, 
ausgefiillt, nun die Salzséure durch Erhitzen mit PbO entfernt, 
das iiberschiissige Blei wieder mit H,S ausgefallt, und schlieb- 
lich das Filtrat vom Bleisulfit im Vacuum bis auf etwa 40 ccm 
eingedampft. In dieser Fliissigkeit erhielt man mit Millonschem 
Reagens eine deutlich positive Reaktion. Bei der Sattigung 
mit Ammonsulfat bekam man weder bei neutraler, noch bei 
saurer, noch bei alkalischer Reaktion einen Niederschlag. Bei 
volligem Eindampfen erhielt man wenige Gramm eines zum 
groBten Teil anorganischen Riickstandes. Der Versuch, Glutamin- 
siure als Chlorhydrat nachzuweisen, fiel negativ aus. 

Es waren also in dem Riickstand nur geringe 
Mengen Tyrosin aufzufinden. | 

Um nachzuweisen, ob etwa in den Dialysierschliuchen 
Aminosiuren zuriickgeblieben waren, wurde der Inhalt der 
Schléuche bei Versuch HI mit Natronlauge neutralisiert, auf 
50—60° erwirmt, um etwa ausgefallenes Tyrosin zur Losung 
zu bringen, warm filtriert und nach dem Ansiiuern mit Phos- 
phorwolframsiure gefallt. Das Filtrat des mit der hydraulischen 
Presse abgeprebten Niederschlages wurde in gleicher Weise 
wie die Dialysate weiter behandelt. In diesem Fall gab die 
eingedampfte Fliissigkeit keine Millonsche Reaktion. Sie ent- 
hielt auch sonst keine Aminosauren. 
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Die Zusammensetzung des «Gliadins» des Weizenmehles. 


Von 


Emil Abderhalden und Franz Samuely. 


(Aus dem I. Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 1905), 


Die EiweibkOrper des Weizenmehles lassen sich bekanntlich 
durch verdiinnten Alkohol in zwei Gruppen trennen, die sich 
nicht nur durch ihre Léslichkeit resp. Unldslichkeit in Alkohol 
unterscheiden, sondern auch in ihrer Zusammensetzung grobe 
Unterschiede aufweisen. Die in Alkohol léslichen Eiweibkorper 
sind z. B. durch das vollstiindige Fehlen von Lysin?!) ausge- 
zeichnet.. Der in Alkohol unlésliche EiweibkoOrper, das Gluten- 
casein, enthélt dagegen 2°/o Lysin. Die in Alkohol lOslichen 
KiweibkOrper sind durch Fraktionierung in Untergruppen eingeteilt 
worden, niimlich in Gliadin, Mucedin und Glutenfibrin. Nachdem 
wir uns iiberzeugt hatten, dab diese Fraktionierung wenig 
Garantie fiir «einheitliche» Produkte lefert, und die Bestimmung 
von Glutaminsiiure und Tyrosin zeigte, dai allen Fraktionen 
ziemlich dieselben Mengen dieser Aminosiiuren zukommen, haben 
wir auf eine lsolierung eines der genannten Produkte verzichtet 
und die Gesamtheit der Alkohol Jéslichen Kiweibkorper 
untersucht. Unterdessen haben Osborne und Harris?) sich 
gleichfalls mit diesen Eiweibkérpern befabt. Diese Autoren 
kommen zum Schlusse, kein Anlab vorliegt, die in Alkohol 

', A. Kossel und F. Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, 
S. 165, 1900 1901; ferner Fr. Kutscher, Diese Zeitschrift. Bd. XXXVI, 
S. 111, 1903. 

*) Thomas b. Osborne und Isaac F. Harris, Die chemische Zu- 
sammensetzung der Eiweifkérper des Weizenmehls. I. Teil. Die in 
Alkohol léshchen Eiweifkérper und deren Gehalt an Glutaminsiure. 

American Journal of Physiology, Bd. XII, S. 35, 1905. 
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loslichen EiweiBkorper des Weizenmehls in Gruppen zu trennen. 
Sie schlagen deshalb fiir diese den einheitlichen Namen « Gliadin » 
vor. Wir schlieben uns dieser Bezeichnungsweise an, lassen es 
aber vollstiindig unentschieden, ob das untersuchte Produkt als 
elnheitlich aufgefabt werden darf, oder ob nicht vielmehr Ge- 
mische verschiedener, nach den bisherigen Methoden nicht 
trennbarer Eiweibkorper vorlagen. 

Die Hydrolyse des Gladins mit Séure ergab folgende 
Spaliprodukte: Glykokoll, Alanin, Aminovaleriansiure, 
a-Prolin, Leucin, Glutaminsiiure, Asparaginsiure, 
Phenylalanin, Serin, Tyrosin, Tryptophan, Histidin 
und Arginin. Sieht man vom Fehlen des Lysins ab, so zeigt 
das Gliadin qualitativ dieselbe Zusammensetzung wie die tibrigen 
bis jetzt mit der Estermethode nach E. Fischer untersuchten 
Eiweibkorper. Quantitativ zeigen sich speziell den bis jetzt 
genauer untersuchten Pflanzeneiweibkérpern gegeniiber ganz 
bedeutende Unterschiede. Vor allem der ungewohnlich 
grobe Gehalt an Glutaminsiiure auf. Seine Menge macht fast 
13 der Gewichtsmenge der tibrigen Aminosiiuren aus. Der Leucin- 
gehalt ist dagegen ein auffallend geringer. 


Experimenteller Teil. 


die Hydrolyse wurden L000 g Gliadin§ verwendet. 
Die Substanz enthielt 0,68°/o Asche und 11,5°/o Wasser. Sie 
wurde 6 Stunden mit der dreifachen Menge konzentrierter Salz- 
sdure (spez. Gew. 1,19) am Riickflubkiihler gekocht. Aus der 
erkaiteten Losung, die von den ausgefallenen Huminsubstanzen 
(120 g getrocknet) abfiltriert war, schieden sich reichliche Mengen 
von Kristallen aus. Dieselben wurden abfiltriert, die Mutterlauge 
im Vacuum bei 37° eingeengt, und von der neuerlichen Ab- 
scheidung von Glutaminsiiurechlorhydrat getrennt. Diese dunkel 
gefarbten Kristallmassen wurden vereinigt, durch Kochen der 
wasserigen LOsung mit Tierkohle entfarbt, und in die nun farblose 
Fliissigkeit bis zur Sittigung gasformige Salzsiure eingeleitet. 
Beim Stehen auf Eis erfolgt bald reichliche kristallinische Ab- 
scheidung. Die Ausbeute an reinem Glutaminsiiurechlorhydrat 
betrug 232 g. 
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Die Mutterlauge des Glutaminsaurechlorhydrats wurde in 
3 Portionen in der tiblichen Weise mit Alkohol und gasformiger 
Salzsiure dreimal verestert, und aus den eingeengten Fliissig- 
keiten die in Freiheit gesetzten Ester mit Ather ausgeschiittelt. 
Nach Abdampfen des Athers betrug die Ausbeute an Rohester 
403.0 ¢. Durch Destillation wurden folgende Fraktionen erhalten : 


1. Fraktion bis 65° (Temperatur des Wasserbades), 12 mm Druck = 43,0 ¢ 
2,» 635—100° ( > >» » =890> 
3. » bis 110° ( | »  Olbades ), » >» = 57,0» 
4 > 110—210° ( » > ), OF » » == 45,3 » 


Im Destillationskolben verblieben dunkelgefarbte Massen, 
die beim Erkalten erstarrten und einen unangenehmen Geruch 
nach schwefelhaltigen Zersetzungsprodukten aufwiesen. Durch 
Extrahieren mit Essigiither wurden aus dem Rickstand Spuren 
von Leucinimid gewonnen. 


Fraktion I. 


Von dieser zum groften Teil aus Alkohol bestehenden 
Kraktion wurden 10 g mehrmals mit Salzsaéure zur Trockene 
verdampft, der Riickstand in Alkohol gelést, und daraus mit 
gasfOrmiger Salzsiiure das Hydrochlorat des Glykokollesters 
abgeschieden. Die Ausbeute betrug auf freies Glykokoll be- 
rechnet 0,7 g (auf die ganze Fraktion berechnet 3,0 g Glykokoll). 
Der Rest der Fraktion wurde durch Kochen mit Wasser ver- 
seift und auf dem Wasserbade eingeengt. Es verblieben 2,2 g 
Riickstand vom Schmelzpunkt 239—240° (unkorr.). Es lag 
Glykokoll vor. 


0.1836 g Substanz gaben 0,2149 g CO, und 0,1116 g H,O 
Berechnet fiir C,H,O,N: Gefunden: 
32,00°/o C und 6,66°/o H. 31,92°/o C und 6,75°/o H. 


Fraktion II. 


Aus der durch 6stiindiges Kochen mit Wasser verseiften 
Losung wurden durch wiederholte fraktionierte Kristallisation 
isoliert: 2,1 g Glykokoll, 20,0 g Leucin, 18,8 g Alanin, 2,5 g 
Aminovaleriansaure. 

Das Alanin schmolz bei 293° (unkorr.) 
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0,1912 Substanz gaben 0.2827 g CO, und 0.1355 g H,O 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 
C und 7.87°/o 40.32°/o C und 7.87°%o H. 

Die Analyse der Aminovaleriansiiure ergab : 

O1L19 g Substanz gaben 0.2099 CO, und 0.0968 g 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
51.28% G und 9,40°%o H. 51,16°%o CG und 961°. H. 

Die gesamten Kristailfraktionen waren vor ihrer Trennung 
zur Gewinnung des a-Prolins mit absolutem Alkohol ausgekocht 
worden. Das gleiche gilt fiir die aus Fraktion HI abgeschiedenen 
Kristallmengen. Der alkoholische Auszug wurde mit dem ent- 
sprechenden der Fraktion Il zur gemeinsamen Verarbeitung 
vereinigt. 


Fraktion IIL. 


Sie bestand im wesentlichen aus Leucin. Aus den gesamten 
Kristallfraktionen wurden 25,7 ¢ Leucin und aus der Mutter- 
lauge 2,2 g Alanin isoliert. 

Die Analyse des Leucins, das sich bei 298° (unkorr.) 
zersetzte, ergab: 

0.1552 g Substanz gaben 0.3125 g CO, und 0,1388 g H,O 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
54,96°/0 G und 9,92°/o H. 54,91°/o C und 9,94°o H. 

Die vereinigten Alkoholextrakte, die aus den Fraktionen 
III und IV gewonnen waren, wurden auf a-Prolin verarbeitet, 
und zu diesem Zweck die nach dem Abdunsten des Alkohols 
verbleibenden Kristallmassen in Wasser gelést, durch Kochen 
mit Kupferoxyd in die Kupfersalze iibergefiihrt, und diese durch 
Einengen abgeschieden. Die trockenen Kupfersalze wurden zur 
Trennung der aktiven von der racemischen Form mit absolutem 
Alkohol ausgekocht. 


Es wurden gewonnen: 

6,6 g Kupfersalz des racemischen a-Prolins und 
17,0 g > » aktiven a-Prolins. 
Ersteres ergab folgende Werte: 


Wasserbestimmung. 


1.3210 g Substanz verloren bei 112° 0.1450 g H,O = 10,96°/o H,O 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,Cu + 2H,O: 10,99 °%o. 
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Kupferbestimmung. 


Das bei 112° getrocknete Praiparat ergab: 
0,0617 g Substanz gaben 0,0169 g CuO == 21,810 Cu 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,Cu: 21,8°%o0 Cu. 
0.2143 g Substanz gaben*0,3228 g CO, und 0,1073 g H,O 
Berechnet fiir C,)H,,O,N,Cu: Gefunden: 
41,16°/o C und 5,49°%/o H. 41,07°/o C und 5,58°/o H. 
Die Analyse des Kupfersalzes des |-a-Prolins ergab: 
g Substanz gaben 0.0334 g CuO. Gefunden: 201° 0 Cu 


Zur Darstellung des freien Prolins wurde das Kupfersalz 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt. 
Mit Phenylisocyanat gekuppelt und in das Hydantoin iiber- 
gefiihrt, gab die Verbindung folgende Zahlen: 
0.2513 g Substanz gaben 0,6135 g CO, und 0.1270 g H,O 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,: Gefunden : 
66,6790 und 5,57°%o H. und 5.61% 
Schmnelzpunkt 143° (unkorr.) 
Die Ausbeute an a-Prolin aus den Kupfersalzen auf die 
freie Siiure umgerechnet betrug 18,1 g. 


Fraktion TV. 


Diese wurde sofort nach der Destillation auf Phenyl- 
alanin verarbeitet, indem der Phenylalaninester aus dem Ester- 
gemisch mit Ather extrahiert wurde. Zur Identifizierung des 
durch Verseifen mit konzentrierter Salzsiiure und Umsetzen 
des so erhaltenen Hydrochlorats mit Ammoniak  erhaltenen 
freien Phenylalanins wurde dasselbe in der bekannten Weise 
mit Phenylisocyanat gekuppelt. 

Die Ausbeute betrug auf freies Phenylalanin umge- 
rechnet 19,5 g. 

0.1265 g¢ Substanz gaben 0.3131 g CO, und 0,0637 ¢ H,O 

Berechnet fiir C,,H,,O,N,: Gefunden : 
67,60°o C und 5,63 H. 67,5°,0 C und 5,6%o H. 

Das phenylalaninfreie Estergemisch wurde durch Kochen 
mit Baryt verseift, der nach einigem Stehen ausgefallene asparagin- 
saure Barvt abfiltriert, und aus dem Filtrat der Baryt quantitativ 
mit Schwefelsiiure entfernt. 
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Im barytfreien Filtrat konnte keine Asparaginsiiure ge- 
funden werden. Neben Spuren von Leucin wurden 0,9 g Serin 
isoliert. Schmelzpunkt 241° (unkorr.). 

0.1538 g Substanz gaben 0,1917 g CO, und 0,0926 g H,O 

Berechnet fiir C,H,O,N: Gefunden : 
34.3°o C und 6,66°/o H. C und 6,690 H. 

Aus der Mutterlauge wurden noch 3,4 ¢ Glutaminsaure 
gewonnen, 

Der asparaginsaure Baryt gab nach dem Zersetzen mit 
Schwefelsiiure eine Ausbeute von 9,4 ¢ freier Asparaginsiiure. 
0.1597 g Substanz gaben 0.2094 g CO, und 0.0770 g H,O 

Berechnet fiir C,H,O,N: Gefunden : 
36,09° 0 C und 5,26°%o H. 35,92°/o C und 5,35°o H. 

Aus der bei der Destillation der Rohester zuriickbleibenden 
erstarrten Masse wurden nach mehrstiindigem Kochen mit Baryt 
und quantitativem Entfernen desselben mit Schwefelsiiure noch 
17,6 g Glutaminsdaure isoliert. 

0.1681 ¢ Substanz gaben 0.2503 g CO, und 0.0907 g H,O 

Berechnet fiir C,H,NO, : Gefunden: 
CG und 6,12°%o H. GC und 6,00% H. 


Bestimmung des Tyrosins. 


500 ¢ Gliadin wurden mit 3000 com 25°/oiger Schwefel- 
siure 12 Stunden am_ Riickflubkiihler gekocht, dann die mit 
dem gleichen Volumen Wasser verdiinnte, von den abgeschiedenen 
Huminsubstanzen (52 g) abfiltrierte Hydrolysenfliissigkeit mit 
Barvthydrat quantitativ von der Schwefelsdure befreit. Das 
Filtrat vom Baryumsulfat, sowie die beim wiederholten Aus- 
kochen des Niederschlages mit Wasser erhaltenen Waschfliissig- 
keiten wurden vereinigt und so lange eingedampft, bis schon 
in der Warme eine reichliche Kristallisation eintrat. Die 
Mutterlauge der abgesaugten Kristallmasse wurde weiter ein- 
gedampft, solange eine Probe der von den ausgeschiedenen 
Kristallen abfiltrierten Fliissigkeit noch deutliche Millonsche 
Reaktion gab. Die vereinigten Kristallmassen wurden in 6 | 
5°/oiger Schwefelsiiure gelist und mit einem Uberschuf8 von 
Phosphorwolframsiure gefallt. Das Filtrat des auf der hydrau- 
lischen Presse abgeprebten Niederschlages wurde mit Baryt 
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von der Phosphorwolframsaure befreit, und dann der iiber- 

schiissige Baryt quantitativ mit Schwefelsaéure gefallt. Beim 

Kinengen der Fliissigkeit schied sich bald reines Tyrosin ab. 
0.1497 ¢ Substanz gaben 0.3268 ¢ CO, und 0,0788 g H,O 


Berechnet fiir CgH,,NO,: Gefunden : 
59,66°/o CG und 6,07°/o H. 59,53°/o C und 5,89°/s H. 


Ausbeute: 9,2 g. 

Der Phosphorwolframsaureniederschlag!) wurde in der tib- 
lichen Weise mit Baryt zeriegt. Beim Einengen der durch Schwefel- 
siiure vom iiberschiissigen Baryt befreiten LOsung wurde eine 
geringe Menge einer deutlich nach Fleischextrakt riechenden 
Substanz erhalten. Die ausgefiihrten Analysen gaben kein 
eindeutiges Resultat. Der Versuch muf wiederholt werden. 


Nachweis des Tryptophans. 


100 ¢ Gliadin wurden in 11 Wasser suspendiert und mit 
Toluol und Pankreassaft versetzt, 10 Tage im Brutraume auf- 
bewahrt. Nach 2 Tagen zeigte sich schon deutliche Tryptophan- 
reaktion. Nach 10 Tagen wurde das Tryptophan nach Hopkins 
und Cole?) bestimmt. Die erhaltene Ausbeute an reinem 
Tryptophan war 1g. Seine Menge ist aber in Wirklichkeit 
unzweifelhaft grober. 

Aus den mitgeteilten Resultaten ergibt sich folgende auf 
100 g asche- und wasserfreies Gliadin (nach Abzug der Humin- 
substanzen) berechnete Zusammensetzung : 


Glykokoll 0,68 °/o 
Alanin 2,66 °/0 
Aminovaleriansaéure  0,33° 
a-Prolin 2.4°%/o 
Leucin 6,0 °/o 
Glutaminsaure 27,6 °%/o 
Asparaginsaure 1.24°/o 
Phenylalanin 2,6°%/o 
Serin 0,12 °%/o 
Tyrosin 2,37 °/o 
Tryptophan ca, 1°%o 


') Vergl. Emil Fischer und Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift, 
Bd. XLII, S. 540, 1904. 
*) Journal of Physiol., Bd. XXVII, S. 418, 1902. 
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Diese Zahlen sind natiirlich nur Minimalzahlen. Eine an 
einer kleinen Menge (100 g)!) Ghiadin durchgefiihrte modglichst 
quantitative Bestimmung der Glutaminsiiure ergab 31,5 ¢ ganz 
reine Substanz. Das untersuchte Gliadin enthielt somit 31,5°/o 
Glutamins&ure, also fast ein Drittel aller iibrigen Amino- 
siuren. Osborne und Harris?) haben bei ihren Priiparaten 
sogar bis 37°/o Glutaminsiure festgestellt. 

Dem Gliadin fehlt von den Diaminosiiuren das Lysin. Es 
unterscheidet sich dadurch scharf gegen das in Alkohol un- 
lésliche Glutencasein. Nach Kossels Methode konnten auch 
wir in unserem Priparate kein Lysin nachweisen. Arginin 
enthielt unser Priiparat 3,4°/o, Histidin 1,7 °/o. 


') Nach Abzug des Wasser-, Asche- und Humingehaltes. 
1. 


Die Monoaminosauren des -Edestins» aus Sonnenblumensamen 
und dessen Verhalten gegen Pankreassaft. 
Von 


Emil Abderhalden und Béla Reinbold. 


(I. Chemisches Institut der Universitat Berlin). 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 1905.) 


Die einzelnen Aminosiéuren resp. deren Gruppierung im 
Kiweibmolektil zeigen dem Pankreasferment gegeniiber ein ganz 
verschiedenes Verhalten. Withrend z. b. Tyrosin schon nach 
kurzer Dauer der Einwirkung von Pankreassaft auf Eiweil 
abgeschieden wird, lab6t sich auch nach Wochen in der Ver- 
dauungsfliissigkeit kein a-Prolin und kein Phenylalanin nach- 
weisen.') Es schien uns nun von Interesse, zu verfolgen, ob 
auch zwischen den tibrigen vom Pankreasferment abgeschiedenen 
Aminosiiuren quantitative Unterschiede in der Schnelligkeit ihrer 
Abscheidung bestehen. Um dies festzustellen, arbeiteten wir 
nach folgendem Plane. Eiweif von bekannter Zusammensetzung 
wurde mit aktiviertem Pankreassaft?) verdaut, und nach ver- 
schiedenen Zeitabsehnitten bestimmte Mengen des Verdauungs- 
gemisches der Dialyse unterworfen. Das Dialysat wurde hierauf 
mit Phosphorwolframsiiure gefiillt, um die komplizierteren Pro- 
dukte zur Abscheidung zu bringen, und im Filtrat des Nieder- 
schlages die Monoaminosiiuren bestimmt. Vorliufig haben wir 
den Versuch fiir das Tyrosin durchgefiihrt. Es ergab sich, daf 
dasselbe ziemlich rasch und vollstandig abgespalten wird. Ein 


') KE. Fischer u.Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 
S. 81, und Bd. XL, S. 215, 1903. 
*) Wir verdanken diesen Pankreassaft der Freundlickeit von Herrn 
Prof. Pawlow in St. Petersburg und sprechen ihm fiir dessen Uberlassung 
auch an dieser Stelle unseren verbindlichsten Dank aus. 
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kleiner Teil kommt in komplizierteren, dialysierbaren Verbin- 
dungen zur Abscheidung. Im nicht dialysierbaren Teil lieben sich 
auch nach erfolgter totaler Hydrolyse mit Saure nur geringe 
Spuren von Tyrosin nachweisen. Sehr rasch werden auch griBere 
Mengen von Glutaminsiiure in Freiheit gesetzt. Wiihrend der 
nicht dialysierbare Rest mit der Dauer der Verdauung sich 
stetig verringerte, zeigten die durch Phosphorwolframsiiure 
fallbaren Produkte in ihrer Menge eine nur geringe Abnahme. 
Wir beabsichtigen, diese Versuche in gréberem Umfange fort- 
zusetzen und das Verhalten weiterer Aminosiiuren zu verfolgen. 
Zu den vorliegenden Versuchen wurde aus Sonnenblumen- 
samen dargestelltes «Edestin» verwendet. Da seine Zusammen- 
setzung noch unbekannt war, so haben wir die Monoamino- 
siiuren bestimmt. Das untersuchte Edestin gleicht den tibrigen 
untersuchten Edestinen in seiner Zusammensetzung. Es wurden 
folgende Spaltprodukte erhalten: Givkokoll, Alanin, Amino- 
valeriansiiure, a-Prolin, Leucin, Glutaminsiiure, As- 
paraginsiure, Phenylalanin, Tyrosin und Serin. 


Experimenteller Teil. 


I. Hydrolyse des Edestins aus Sonnenblumensamen. 


1000 ¢ Edestin aus Sonnenblumensamen mit einem Aschen- 
gehalt von 0,3°/o und einem Wassergehalt von 12,0°/o wurden 
mit der dreifachen Menge rauchender Salzsaure spez. 
Gew. 1,19) 6 Stunden am Riickflubkiihler gekocht. Beim Einengen 
der Hydrolysenfliissigkeit auf etwa die Hilfte erfolgte beim 
Stehen auf Eis reichliche Abscheidung von Glutaminsiure- 
chlorhydrat. Die Kristallmasse wurde abgesaugt, mit kon- 
zentrierter Salzsiiure ausgewaschen, dann in heifiem Wasser 
gelost, die Fliissigkeit durch Kochen mit Tierkohle entfiirbt und 
nun in das fast ganz farblose Filtrat bis zur Sattigung gasfOrmige 
Salzsiiure eingeleitet. Beim Stehen auf Eis erstarrte bald die 
ganze Masse kristallinisch. Die Ausbeute an reinem Glutamin- 
saurechlorhydrat betrug 100 g. Zur Darstellung der freien 
Sdure wurde aus einer Probe die Salzsiure durch Kochen mit 
gelbem Bleioxyd entfernt, das geliste Blei mit Schwefelwasserstoff 
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gefallt. und das Filtrat vom Bleisulfit bis zur Kristallisation 
eingeengt. 

0.1725 g Substanz gaben 0,2574 g CO, und 0,0948 g H,O 

Berechnet fiir C;H,NO,: Gefunden: 
40,82 C und 612% H. 40,70%o und 6,06%o H. 

Die Mutterlauge des Glutaminsaurechlorhydrats wurde in 
der bekannten Weise eingedampft, mit Alkohol und trockener 
gasfOrmiger Salzsiiure verestert, und die Ester in Freiheit ge- 
setzt. Bei der Destillation der Ester wurden folgende Fraktionen 
erhalten: 


Q— 60° (Temperatur des Wasserbades) bei 13.0 mm Druck = 60,0 g 
60— L009 | > > > ) » 13,0 » » == 65,6 » 
—105° ( > Olbades ) » » >» == 1970 > 
105 — 190° > ) » » >» = 1400> 


Im Destillationskolben verblieb ein dunkelbraun gefirbter 
Riickstand (110 

Fraktion L. 

Die erste Fraktion bestand zum gréften Teil aus Alkohol. 
Sie wurde mit dem zweifachen Volumen konzentrierter Salz- 
siiure tibergossen, auf dem Wasserbad vollstindig zur Trockene 
verdampft, der Riickstand mit der gleichen Gewichtsmenge 
absoluten Alkohols versetzt und bis zur Sattigung trockene, gas- 
formige Salzsiiure eingeleitet. Nach dem Impfen eines Kristallchens 
von Glykokollesterchlorhydrat und langerem Stehen in einer 
Kiiltemischung erstarrte die ganze Fliissigkeit kristallinisch. Auf 
freies Glykokoll umgerechnet ergab sich eine Ausbeute von 
21.5 Glykokoll. 

0.1904 Substanz ergaben 0.2412 g CO, und 0.1245 H,O 

Berechnet fiir C,H,,NO,CI: Gefunden : 
und 7,17%o H. 34,550 G und 7,27°%o H. 
Schmelzpunkt 144° (korr.). 

Die Mutterlauge des salzsauren Glykokollesters wurde 
durch Kochen mit Bleioxyd von der Salzsiiure befreit, das geloste 
Blei mit Schwefelwasserstoff gefillt, und das Filtrat vom blei- 
sulfit bis zur Kristallisation eingeengt. Es verblieben 2,5 g 
einer bei 293° (unkorr.) schmelzenden Substanz, deren Kigen- 
schatten auf Alanin schlieben lieben. 
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Fraktion II. 

Sie wurde durch 8stiindiges Kochen mit der fiinffachen Menge 
Wasser verseift, und hierauf unter vermindertem Druck vollstandig 
zur Trockene verdampft. Der Riickstand wurde zur Entfernung 
des a-Prolins mit absolutem Alkohol ausgekocht, und der alko- 
holische Auszug mit dem aus der niichsten Fraktion erhaltenen 
vereinigt. Der Riickstand selbst bestand zum groften Teil aus 
Alanin (22,0 g), ferner aus Aminovaleriansiiure (5 g) und aus 
Leucin (3,5 2). Die Trennung dieser Aminosiiuren erfolgte 
zunichst durch einfache Kristallisation. Es gelang so leicht, 
das Leucin volistindig abzutrennen. Schwieriger gestaltet sich 
die Trennung von Alanin und Aminovaleriansiure. 

Mit Hilfe der Kupfersalze gelang es, durch wiederhoite 
fraktionierte Kristallisation Produkte zu erhalten, deren Frak- 
tionen einesteils Analysenzahlen gaben, welche denen des Ala- 
nins sehr nahe standen, und andererseits Werte, welche ganz 
gut auf aminovaleriansaures Kupfer stimmten. Um vollig reine 
Aminovaleriansiure zu gewinnen, wurde ein Teil der Kristall- 
masse in der bekannten Weise?) durch Erhitzen mit Baryt auf 150° 
im Autoklaven racemisiert. Nach dem quantitativen Ausfillen des 
Baryts mit Schwefelsiure gelang es nun ganz leicht, durch 
fraktionierte Kristallisation reine Aminovaleriansiiure darzu- 


stellen : 
0,1502 g Substanz gaben 0.2811 ¢ CO, und 0.1298 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
51,28°%o C und 9,40°. H. 51,040 C und 9.6%. H. 


Das aus der Mutterlauge der Aminovalerianséiure mit 
Alkohol gefillte Alanin gab folgende Zahlen: 
0.1600 g Substanz gaben 0.2382 g CO, und 0.1144 g H,O 
Berechnet fiir C,H,NOQ,: Gefunden : 
40,4580 C und 7,87°o H. 40.6°%o C und 7.94% H. 
Schmelzpunkt 293° (unkorr.). 


Das isolierte Leucin hatte folgende Zusammensetzung : 

0.2379 g Substanz gaben 0.4792 g CO, und 0.2117 g H,0 
Berechnet fiir G,H,,NO,: Gefunden : 

54,96°/o C und 9.92% H. C und 9.89% H. 


1) Emil Fischer und Emil Abderhalden, Ber. d. Deutschen 
chem. Gesellsch., Bd. XXXVII, S. 3071, 1904. 
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Fraktion III. 


Die Verarbeitung dieser Fraktion erfolgte in derselben 
Weise, wie diejenige der Fraktion II]. Auch hier wurde das 
mit Wasser verseifte, eingedampfte Aminoséuregemisch zuniichst 
mit absolutem Alkohol extrahiert, und hierauf aus Wasser 
fraktioniert kristallisiert. Der weitaus grofte Teil der Fraktion 
bestand aus Leucin (110 g). 

0.1764 g Substanz gaben 0.3541 g CO, und 0,1573 g H,O 

Kerechnet fiir C,H,,NO, : Gefunden : 
54,960 C und 9,92°/o H. 34,73°/o C und 9,91°/o H. 

Aus der Mutterlauge des Leucins wurden noch 15,5 g 
Alanin isoliert. Aminovaleriansdéure war in geringer Menge 
neben Alanin unzweifelhaft vorhanden. Sie konnte jedoch nicht 
vollig gereinigt werden. 

0.1822 ¢ Substanz gaben 03536 CO, und 0,1597 

Berechnet fiir CjH,,NO,: Gefunden : 
C und 940° H. C und 9,74° 0 H. 

Die vereinigten alkoholischen Ausziige wurden zur Iso- 
lierung des a-Prolins zuniichst unter vermindertem Druck vollig 
zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wog 25,2 g. Zur 
Trennung des aktiven und racemischen Prolins wurde die ganze 
Masse iiberschiissigem Kupferoxyd gekocht, vom tiber- 
schiissigen Kupferoxyvd abfiltriert, und das tiefblaue Filtrat zur 
Trockene verdamplt, und nun durch Auskochen mit absolutem 
Alkohol das aktive Prolinkupfer zur Lésung gebracht. Der in 
Alkohol unlésliche Teil der Kupfersalze wurde in Wasser ge- 
lost und durch Kinengen zur Kristallisation gebracht. 

Das bei 120° getrocknete Kupfersalz hatte folgende Zu- 
sammensetzung : 

O,1875 g Substanz gaben 0.2824 CO, und 0,0961°/o H,O 

Berechnet fiir C,oH,,O,N,Cu: Gefunden : 
41,16°/o Cound 5,49°%/o H. 41,07°/o C und 5,69°/o H. 


Fraktion IV. 


Die aus Asparaginsiiure, Glutaminsiiure, Phenylalanin und 
Serin bestehende Fraktion wurde in der bekannten Weise zu- 
nachst durch Abscheidung des Phenylalaninesters mit Ather, 
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Verseifung der nicht in Ather léslichen Ester mit Baryt und 
Trennung der noch vorhandenen Glutaminsiiure als Hydro- 
chlorat verarbeitet. Die Mutterlauge des Glutaminséurechlor- 
hydrates wurde durch Kochen mit Bleioxyd von der Salzsiiure 
befreit, und dann durch Kristallisation die Asparaginsiiure von 
dem Serin, das sich beim Kochen der wisserigen L6sung durch 
das Auftreten eines an Fleischextrakt erinnernden Geruches 
bemerkbar machte, zu trennen versucht. Die Trennung war 
eine sehr mihsame und verlustreiche. Es wurden schlieblich 
1,7 g reines Serin gewonnen. 

Die Ausbeute an Phenylalanin betrug 35,6 g, an Glutamin- 
siure 18,9 @ und an Asparaginsdure 28,5 g. 


Die Analyse des Phenylalanins ergab: 

O.1644 g Substanz gaben 0.3928 g CO, und 0,0966 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
65.45% C und 6,66°/o H. 65,16% 0 C und 6,53%o H. 

Die Glutaminsiiure gab folgende Werte: 

O1802 ¢ Substanz gaben 0,2676 g CO, und 0.1020 ¢ H,O 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 
40. 81°o C und 6,12°% 0 H. 41,0°%o und 

Analyse der Asparaginsaure : 

0.2094 Substanz gaben 0.2777 CO, und 0.0992 H,O 

Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 
36,09" 0 C und H. 3617°'o C und 5,27°%)o0 H. 

Der bei der Destillation der Ester im Fraktionierkolben 
verbleibende Riickstand wurde zuniichst mit viel Essigiither ex- 
trahiert. Nach dem Abdampfen des Essigiithers verblieben 1,2 ¢ 
Riickstand, der alle Eigenschaften des Leucinimids zeigt (unlOslich 
in verdiinnter Salzséure). Der in Essigiither unldsliche Rest 
wurde mit tiberschiissigem Baryt 10 Stunden gekocht, dann der 
Baryt quantitativ mit Schwefelsiiure entfernt. Beim Einengen 
des Filtrates vom Baryumsulfat schied sich zunichst Glutamin- 
siure aus (10 ¢). Die Mutterlauge der Glutaminsiiure bildete 
beim weiteren Einengen einen sirupOsen Brei, der ganz offen- 
bar noch Glutaminsiiure einschlof. Zu deren volliger Entfernung 
wurde die ganze Masse zur Trockene verdampft, in konzentrierter 
Salzsiure aufgenommen und noch gasférmige Salzsiiure bis zur 
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volligen Siittigung eingeleitet. Beim Stehen auf Eis schieden 
sich noch 6 g Glutaminsiurechlorhydrat aus. Aus dessen Mutter- 
lauge wurde die Salzsiiure durch bleioxyd entfernt, das geléste 
Blei mit Schwefelwasserstoff gefillt, und das Filtrat vom Blei- 
sulfit eingeengt. Die Fliissigkeit roch stark nach Fleischextrakt. 
Es gelang nicht, kristallinische, einheitliche Produkte zu er- 
halten. Ein Teil war in absolutem Alkohol lOslich und fiel mit 
Ather als weifer, flockiger Niederschlag, der an der Luft 
sich rasch briiunte und schmierig wurde. Der Versuch, ein 
kristallisiertes Kupfersalz zu gewinnen, schlug gleichfalls fehl. 
Auch aus dem in Alkohol unléslichen Teil konnten keine sicher 
einheitlichen Produkte gewonnen werden. Es gelang zwar, 
kristallisierte Kupfersalze darzustellen. Ihre Menge war jedoch 
einesteils gering und anderenteils lag nach dem Aussehen der 
Kristallformen keine Garantie fiir Einheitlichkeit vor. Die Unter- 
suchung muf an einem gréferen Materiale wiederholt werden. 


Bestimmung des Tyrosins. 


Sie erfolgte in der wiederholt beschriebenen Weise aus 
HOO g Edestin. Ausbeute an reinem Tyrosin 8,9 g. 

Auf 100 g asche- und wasserfreies Eiweil berechnet er- 
geben sich folgende Mengenverhiiltnisse an Aminosiuren. 


Glykokoll 2.5%7o 
Alanin 4,5 °/o 
Aiminovaleriansiiure 0,6°o 
a-Prolin 2,8°/o 
Leucin 12,9 
Glutaminsiure 13,0°/o 
Asparaginsiiure 3,2 /o 
Phenylalanin 
Tyrosin 2,0°/o 
Serin 0,2 


II. Verdauungsversuch. 


500 g Edestin aus Sonnenblumensamen, welches 12,0°/o 
Wasser und 0,3°/o Aschenbestandteile enthielt und demnach 
448 g asche- und wasserfreiem Eiweibkorper entsprach, wurden 
am 22. Dez. 1904 in 51 destilliertem Wasser suspendiert, mit 
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hinreichender Menge Toluol und 80 cem durch Zusatz von 
Darmsaft aktiviertem Pankreassalt versetzt, unter hiiuligem 
Umschiitteln im Brutschrank bei Kérpertemperatur aufbewahrt. 
Im Laufe der ersten Woche ging die ganze Edestinmenge bis auf 
einen verhaltnismiabig geringen, lockeren, grauen Bodensatz in 
Losung. Dieser Bodensatz zeigte auch spiiter keine Veriinderung. 

Von diesem Verdauungsgemisch wurden nach 14 Tagen 
(5. Jan.) und nach 21 Tagen (12. Jan.) je ein Drittel ent- 
nommen und nach 34 Tagen (25. Jan.) auch das letzte Drittel 
in Verarbeitung gezogen. Diese Portionen, welche nun mit 
A, B und C bezeichnet werden sollen, enthielten also die Ver- 
dauungsprodukte von je 149 g aschefreiem, trockenem Edestin 
und wurden in gleicher Weise verarbeitet, indem sie zuniichst 
der Dialyse gegen destilliertes Wasser unterworfen wurden. 
Die Dialyse wurde in Pergamentschléuchen ausgefiihrt und unter 
taglichem — gegen Ende der Dialyse zweitiigigem — Wechseln 
des Dialysierwassers so lange fortgefiihrt, bis eine Probe des 
Dialysats beim Eindampfen keinen erheblichen Rest zurticklieb. 
Die Dialyse dauerte bei A vom 6. bis 13. Jan., bei B vom 
17. bis 25. Jan., bei C vom 26. Jan. bis 8. Febr. 

Das hellgelbe Dialysat, welches bei allen drei Portionen 
Biuret- und Millonsehe Reaktion und reichliche Fiillung mit 
Phosphorwolframsiure gab, wurde unter vermindertem Druck 
bei einer 40° nicht tibersteigenden Temperatur bis auf ein 
kleines Volumen eingeengt. Dabei schied sich aus A und b 
ein weiber Niederschlag aus, welcher im ersten Falle 3,1 g, 
im zweiten 2,3 g wog und sich bei der weiteren Priifung als 
Tyrosin erwies. Von Portion C schied sich nur ein ganz 
geringer (0,1 g) grauer Niederschlag aus, welcher mit Millons 
Reagens starke Rotfairbung zeigte. Offenbar wurde in b und C ein 
Teil des Tyrosins durch irgend welche Ursache in Losung ge- 
halten, wie die starke Millonsche Reaktion der Mutterlauge 
des ausgeschiedenen Tyrosins bewies. Auch ist an eine Umwand- 
lung des Tyrosins in Oxyphenylathylamin zu denken. Es ist 
uns jedoch bei der Einwirkung von reinem Pankreassaft auf 
Eiweif und auf Tyrosin nicht gelungen, die genannte base zu 
isolieren. 
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Die filtrierten Fliissigkeiten wurden jetzt mit destilliertem 
Wasser bis auf 61 aufgefiillt und mit tiberschiissiger Phosphor- 
wolframsiiure gefallt. 

Die sehr reichliche Fiéllung wurde nach dem Absaugen 
in Wasser noch einmal suspéndiert, aufgekocht, abgekiihlt, der 
Niederschlag abgenutscht, zur ganzlichen Entfernung der Mutter- 
lauge noch mit der hydraulischen Presse abgepreft und dann 
mit iiberschiissigem Baryt zerlegt. Der Niederschlag wurde 
abgesaugt, und im Filtrat der iiberschiissige Baryt mit Schwefel- 
siiure quantitativ entfernt. Das Filtrat vom Baryumsulfat wurde 
im Vacuum zur Trockene verdampft. Der Riickstand gab noch 
deutliche Biuretreaktion und zeigte mit Millons Reagens eine 
schwache, aber deutliche Rotfarbung. Der gesamte Riickstand 
wurde durch Kochen mit der dreifachen Menge konzentrierter 
Salzsiiure hydrolysiert und durch Veresterung qualitativ nach- 
gewiesen, daf alle im Edestin nachgewiesenen Monoaminosiiuren 
vorhanden waren. Bei siimtlichen tibrigen dieser Partie ent- 
sprechenden Produkten wurde in ganz gleicher Weise verfahren 
und in allen Fiillen Produkte gewonnen, welche noch alle 
Monoaminosiiuren (mit) Ausnahme von Tyrosin hochst 
wahrscheinlich auch von Tryptophan) in gebundener Form ent- 
hielten. Die Menge dieser Produkte nahm mit der Dauer der 
Verdauung etwas, aber nicht bedeutend ab. 

Das von den durch Phosphorwolframsiure fiillbaren Sub- 
stanzen befreite Dialysat wurde nun zur Entfernung der tiber- 
schiissigen Phosphorwolframsiiure mit Barvt gefallt, filtriert, vom 
Baryt durch Schwefelsiiure quantitativ befreit, und das Filtrat vom 
Baryumsulfat unter vermindertem Druck bei niedriger Temperatur 
eingeengt. Diese Riickstiinde enthielten alle viel Glutaminsiiure. 
Sie wogen bei A 44.3 ¢, bei B 43,4 g, bei C 50,4 g. Sie gaben 
bei den zwei ersten Portionen eine schwache, bei der letzten 
Portion eine sehr erhebliche Millonsche Reaktion. In dieser 
letzteren Portion war das Tyrosin aus unbekannten Griinden 
nicht wie bei den iibrigen direkt beim Einengen zur Ab- 
scheidung gelangt, sondern im Sirup gelést geblieben. ks 
konnte aus diesem durch Auskochen des mdéglichst scharf ge- 
trockneten Riickstandes mit Eisessig rein gewonnen werden. 
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Der nicht dialysierte Rest des Verdauungsgemisches resp. 
der einzelnen Portionen wurde auf dem Wasserbade eingedampft. 
Der dunkelbraune Riickstand wog bei A 30g, bei B 26 ¢ und 
bei C 15g. Er war in Wasser nur zum Teil léslich: der 
wasserunlosliche Teil l6ste sich mit Leichtigkeit in verdiinnten 
Alkalien, fiel aber beim Neutralisieren wieder flockig aus. 

Um festzustellen, ob in diesen Riickstiinden noch Tyrosin 
in freier oder gebundener Form enthalten sei, wurden sie 
zunichst mit Wasser ausgekocht, und die wiisserige Losung auf 
dem Wasserbade zur Trockene verdampf{t und nun mit Millons 
Aeagens auf Tyrosin gepriift. Die Reaktion fiel bei der ersten 
Portion positiv aus, sie war aber iiuberst schwach. Die beiden 
librigen Partien enthielten kein Tyrosin. Nun wurden diese 
wasserlOslichen Teile und die unléslichen vereinigt und dureh 
12stiindiges Kochen mit 25°/siger Schwefelsiiure gespalten. 
Nach quantitativer Ausfallung der Schwefelsiiure mit Baryt 
wurde das Filtrat zur Trockene verdampft und der Riickstand 
auf Tyrosin untersucht. Zu A und B wurde eine iuberst 
schwache Millonsche Reaktion erhalten, C enthielt kein Tyrosin 
in nachweisbarer Menge. 
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Zur Kenntnis des Kreatins und Kreatinins im Organismus. 


Von 


Dr. Winecenty Czernecki, 
Demonstrator der internen Klinik in Lemberg. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts zu Berlin.) 


Der Redaktion zugegangen am 24, Marz 1905.) 


Das Verhalten eingefiihrten Kreatins und Kreatinins im 
Organismus ist trotz vieler darauf gerichteter Arbeiten, nament- 
lich aus iilterer Zeit — C. v. Voit,!) Ph. Munk,?) Meissner, *) 
Zaleski,4) Oppler,®) Ssubotin,®) Schiffer*) — noch durch- 
aus nicht hinreichend erforscht. Es steht nicht fest, wieviel 
von eingefiihrtem Kreatin unveriindert resp. als Kreatinin im 
Harn erscheint, wieviel in Harnstoff iibergeht. Die Beantwortung 
dieser Fragen wird durch den normalen Kreatiningehalt des 
Harns erschwert, auBberdem durch die auberordentliche Leichtig- 
keit, mit der Kreatin in Kreatinin und umgekehrt dieses in 
Kreatin iibergeht. Wihrend wir nun fiir die quantitative Be- 
stimmung des Kreatinins im Harn einigermafen brauchbare 
Methoden besitzen, ist das fiir das Kreatin nicht der Fall. Die 
Frage nach dem etwaigen Ubergang des Kreatins oder Krea- 
tinins in Harnstolff konnte von den iilteren Forschern iiber- 
haupt nicht beantwortet werden, da sie nicht iiber Methoden 


') Voit, Zeitschrift f. Biologie, Bd. IV, S. 77 (1868). 

?) Ph. Munk, Deutsch. Klin., 1862, S. 299. 

5) Meissner, Zeitschr. f. rat. Med., 3. Reihe, Bd. XXIV, S. 100 
(1865), und Bd. XXVI, 8. 225 (1866). 

*) Zalesky, Untersuchungen iiber den uramischen Prozef. Mono- 
graphie. 

>) Oppler, Virchows Archiv, Bd. XXI, 8. 260. 

*) Ssubotin, Zeitschrift fiir rat. Med., 3. Reihe, Bd. XXVIII, 
S. 114 (1866). 

) Schiffer, Diese Zeitschrift, Bd. VI, S. 237 (1880). 
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zur isolierten Bestimmung des Harnstoffs verfiigten. Die weitere 
Frage nach der Entstehung des Kreatins oder Kreatinins im 
Organismus ist bisher tiberhaupt kaum in Angriff genommen 
worden. 

Auf Veranlassung von Prof. E. Salkowski habe ich be- 
gonnen, mich mit diesen Fragen zu beschiftigen. Beziiglich 
der Bildung des Kreatins oder Kreatinins — diese sind hin- 
sichtlich ihrer Entstehung natiirlich als gleichwertig anzusehen 
— sollte in Verfolgung der naheliegenden Vermutung, dal bei 
seiner Entstehung eine Methylierung im Organismus im Spiele 
ist, gepriift werden, ob das Glykocyamin vielleicht im Organismus 
in Kreatin bezw. Kreatinin itibergeht. War dieses der Fall, so 
war die Entstehung des Kreatins im Organismus unserem Ver- 
stiindnis immerhin erheblich naher geriickt. 

Das Glykocyamin, die Guanidinessigsiiure, ist ein Homologes 
der Guanidinbuttersaéure, die Kutscher durch Oxydation des 
Arginins erhalten hat. Das Arginin entsteht vermutlich regel- 
miBig im Organismus, da Kutscher und Lohmann!) es bei 
der Pankreasverdauung gefunden haben: es ist wohl denkbar, 
dafi seine Oxydation auch im Organismus erfolgt und iiber 
Guanidinbuttersiure zu Guanidinessigsiiure fiihrt. Es ist auber- 
dem daran zu erinnern, dab Kutscher und Otori auch Guanidin 
unter den Produkten der Pankreasverdauung aufgefunden und 
der Modglichkeit gedacht haben, daf das Guanidin die Mutter- 
substanz des Kreatins sein konne.?) 

Von Methylierungen im Organismus sind schon mehrere 
Beispiele bekannt. Am genauesten untersucht ist von Hof- 
meister?) die Bildung von Tellurmethyl im Gesamtorganismus 
und in den verschiedensten Organen aus telluriger Siiure, nach- 
dem Chr. Gmelin schon im Jahre 1824 der eigentiimliche 
lauchartige Geruch aufgefallen war, der sich beim Eroéffnen 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, 5. 413. 

?) Zentralbl. f. Physiol., Nr. 8 (Juli 1904), Diese Publikation lag 
zur Zeit der Ausfiihrung der vorliegenden Arbeit noch nicht vor. Dieselbe 
ist bereits im Sommer 1903 ausgefiihrt. Die Publikation hat sich aus 
auferen Griinden verzégert. 

*) Arch. f. exp. Pathol., Bd. XXXII, S. 198 (1894). 
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der Bauchhohle eines mit telluriger Séure vergifteten Kaninchens 
bemerkbar machte. 

Schon vor Hofmeister hat W. His!) festgestellt, daf 
der Harn von Hunden nach Verabreichung von essigsaurem 
Pyridin eine Base enthiailt, welche als Methylpyridylammonium- 
hydroxyd aufzufassen ist. 

Einen dritten Fall von Methylierung beobachtete H. Hilde- 
brandt?) am Thymotinpiperidid. Dasselbe wird im Organismus 
des Kaninchens in eine entsprechende Methylammoniumbase 
umgewandelt und mit Glukuronséure gepaart ausgeschieden. 

Hierzu kommt noch aus neuester Zeit der von G. Salomon 
und C. Neuberg?*) mit grober Wahrscheinlichkeit geftihrte Nach- 
weis, dali das Heteroxanthin, 7-Methylxanthin, im Organismus 
des Hundes durch Methylierung des Xanthins entsteht. 

Wie ich beim Nachlesen der Hofmeisterschen Arbeit 
nachtraglich fand, hat auch Hofmeister schon die Vermutung 
ausgesprochen, daf die Kérper der Cholin- und Kreatingruppe 
durch Methylierung im Organismus entstehen mochten. 

Meine Versuche sind an Kaninchen angestellt.. Zur Wahl 
dieser Tiere bestimmten mehrere Umstande: 1. enthalt der 
Harn derselben normalerweise sehr wenig Kreatinin oder Kreatin: 
aus eingefiihrter Substanz entstehendes Kreatin mubBte also 
leichter nachweisbar sein; 2. ist die Mehrzahl der bisherigen 
Beobachtungen von Methylierung an Kaninchen gemacht; 3. ent- 
behrt die tbliche Methode der Kreatininbestimmung im Hunde- 
harn der durchaus erforderlichen Sicherheit. Nach einer per- 
sOnlich gemachten Mitteilung von Professor E. Salkowski 
kommt es bei Hundeharn mitunter vor, dab die Methode ver- 
sagt. Es kommt vor, dal sich aus einem Hundeharn, der nach 
der Weylschen Reaktion reich an Kreatinin ist, gar kein 
Kreatininchlorzink ausscheidet oder nur eine ganz minimale, 
dem Kreatiningehalt sicher nicht entsprechende Quantitat. Aller- 
dings ist gegen die Wahl von Kaninchen als Versuchstiere der 


‘) Arch. f. exp. Pathol., Bd. XXII, S. 253 (1887). 
*) Arch. f. exp. Pathol., Bd. XLIV, 5S. 278 (1900). 
*) Festschrift fiir Salkowski, S. 37 (1904). 


4 
Ad 
fot 
4 
4 
4 
3 
es) 
] 
| 
5 
ae 
| 


Zur Kenntnis des Kreatins und Kreatinins im Organismus. 297 


Einwand nicht unberechtigt, dafi bei ihnen die Bedingungen 
zur Bildung von Kreatin moglicherweise tiberhaupt nicht in 
erheblichem Umfange gegeben seien. Inwieweit dieser Einwand 
berechtigt ist, mublen in gewissem Sinn die Versuche ergeben: 
negativer Ausfall des Versuches mit Glykocyamin bewies nichts 
gegen die Moglichkeit des Vorganges iiberhaupt. 

Die Kaninchen wurden reichlich mit wasserreichen Vege- 
tabilien in abgewogenen Mengen gefiittert, das Nihere hieriiber 
enthalten die Tabellen. Der Harn wurde in Kiifigen gesammelt 
und alle Sorgfalt auf die Ausschliebung von Zersetzungen ver- 
wendet. Die entleerten Harnportionen wurden mdglichst bald 
in die zur Sammlung bestimmte Flasche gegossen und mit 
Chloroform durchgeschiittelt. Die einzelnen Perioden wurden 
durch Abdriicken der Blase abgegrenzt. Eine Schwierigkeit 
bei der Kreatininbestimmung bietet unzweifelhaft der leichte 
Ubergang desselben in Kreatin: um ihn méglichst zu verhindern, 
wurden die Harne mit Salzsiiure deutlich angeséuert, auch in 
die zum Aufsammeln dienenden Gefiabe einige Tropfen Salz- 
siiure gegossen, sodab der Harn sofort saure Reaktion annahm. 
Da die Harne vor der Verarbeitung aul Kreatinin einige Tage 
stehen blieben, so ist anzunehmen, dali auch etwa im Harn 
vorhandenes Kreatin in Kreatinin tibergegangen war. Die Ver- 
arbeitung auf Kreatin wurde garnicht erst versucht, da die 
hierfiir angegebenen Verfahren nicht auf die Bezeichnung einer 
irgendwie quantitativen Methode Anspruch machen konnen. — 
Der Harn wurde in je 48 Stunden gesammellt. 

In demselben wurden stets bestimmt: 

1. N nach Kjeldahl (stets doppelt), 

2. Ammoniak nach Schloésing, 

3. Harnstoff nach Morner-Sjoqvist. Das Abdampfen 
der Losung mit Magnesia vor der Behandlung nach Kjeldahl 
ist unterlassen, weil Ammoniak stets nur in Spuren nachweis- 
bar war. 

4. Kreatinin nach Neubauer mit der von E. Salkowski 
angegebenen Modifikation. 

Da die Harne stark sauer reagierten, wurden sie von der 
Fillung mit Kalkmilch und Chlorealcium mit Natron nahezu 
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neutralisiert: die Quantitiét der Kalkmilch wurde moglichst klein 
bemessen. Das sehwach alkalisch reagierende Filtrat wurde 
unter Essigsiiurezusatz eingedampft. Enthielt der Harn wenig 
Kreatinin, so dauerte die Ausscheidung von Kreatinchlorzink 
auBerordentlich lange: es wurde in der Regel 8 Tage gewartet. 
Dabei ist nicht zu vermeiden, dai an den Wandungen des 
Becherglases etwas Chlornatrium auskristallisiert. Wenn Zweifel 
dariiber bestehen, ob das Filter aufer dem Kreatininchlorzink 
nicht auch Chlornatrium enthielt, wurde der Niederschlag 
auf dem Filter mit Wasser behandelt. Bei der harten kornigen 
Beschaffenheit des Kreatininchlorzinks ist nicht zu befiirchten, 
dafi sich dabei merkliche Mengen desselben lésen, wiihrend das 
Chlornatrium in Lésung geht. Nicht selten trat auffallender- 
weise unmittelbar nach dem Zusatz von Chlorzinklosung ein 
flockiger Niederschlag in geringer Menge auf. Meistens loste sich 
derselbe leicht in einigen Tropfen zugesetzter Essigsaure ; geschah 
dieses nicht, so wurde abfiltriert. In allen Fillen, in denen eine 
Ausscheidung von Kreatininchlorzink nicht eintrat, wurde ein 
Teil der L6sung durch Eindampfen von Alkohol befreit und dann 
die Weylsche Reaktion angestellt: sie fiel stets positiv aus, bald 
stiirker, bald schwiicher. 

5. Mit Riicksicht auf die Angabe von Schiffer, dafi der 
Harn von Kaninchen, denen man Kreatin beigebracht hat, Methyl- 
harnstoff enthiilt, wurde stets eine Harnquantitaét — meistens 
rund 100 ccm — nach dem Vorgange von Schiffer nach Zusatz 
von Natronlauge destilliert, das Destillat mit Salzsiure angesauert, 
eingedampft und mit Alkohol ausgezogen. Mit dem alkoholischen 
Auszug wurde die Isonitrilreaktion angestellt. Wie hier gleich 
bemerkt werden mag, fiel sie in allen Fiillen positiv aus. Ein 
stiirkerer Ausfall nach Fiitterung mit Kreatin und Kreatinin 
konnte nicht mit Sicherheit konstatiert werden. 

Mitunter machte es allerdings den Eindruck, als ob die 
Reaktion starker sei als normal, aber auch in dem Harn, welcher 
einige Tage nach der Glykocyamidinfiitterung entleert wurde, 
schien sie stiirker zu sein, wie normal. Ein bestimmter Nach- 
weis der Bildung von Methylamin aus Kreatin lat sich durch 
einfache Geruchsreaktionen offenbar nicht erbringen. Sehr haufig 
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wurde auch die [sonitrilreaktion mit der abgedampften und 
weiter durch Alkoholextraktion bedrbeiteten Lésung aus dem 
Schlésingschen Apparat nach dem Titrieren mit Natronlauge 
gemacht, stets mit negativem oder zweifelhaftem Erfolge. 

Von Praparaten, die in LOsung bezw. Suspension mit der 
Schlundsonde eingegeben wurden, kamen zur Anwendung: Kreatin, 
Kreatinin, Glykocvamin und Glykocyamidin. Die beiden ersten 
Praparate wurden kéuflich von Merck bezogen. 

Die Darstellung des Glykocyamins geschah nach der Vor- 
schrift von Nencki und Seiler.) 

12 g Guanidinkarbonat und 10 g Glykokoll wurden in einem 
Rundkolbehen mit wenig Wasser bis zur Loésung erwiirmt, dann 
auf dem Sandbad bis zur reichlichen Entwicklung von CO, und 
NH, erhitzt. Wenn die Temperatur der Schmelze 140° betriigt, 
lift man erkalten und scheidet das gebildete Glykocyamin durch 
Zusatz von Wasser ab. Die Mutterlauge wird der gleichen Be- 
handlung unterworfen und liefert noch eine reichlichere Quantitiit 
Glykocyamin. Die nach dem Waschen mit Wasser schon fast 
reine Substanz wurde in Natronlauge gelOst und mit Essigsiiure 
ausgefallt; sie ist nunmehr nach dem Auswaschen erst mit 
Wasser, dann mit Alkohol absolut rein. 

Ein kleiner Teil des angewendeten Glykocyamins ist nach 
dem alten Verfahren von Strecker?) aus Glykokoll und Cyanamid 
erhalten. Zur Synthese diente das Cyanamidnatrium der Frank- 
furter Gold- und Silberscheideanstalt, das mit Salzsiiure zuerst 
neutralisiert und dann mit der iquivalenten Menge Glykokoll 
und einigen Tropfen Ammoniak versetzt wurde. Nach etwa 
6 Tagen kristallisiert dann reines Glykocyamin aus. 

Zur Umwandlung in das Cyamidin wurde Glykocyamin 
mit Salzsiure iibergossen, durch Abdampfen in das Chlorhydrat 
verwandelt, dieses dann bei 160° geschmolzen. Die Loésung 
desselben, genau mit Natronlauge neutralisiert, kam zur An- 
wendung. Die Uberfiihrung des salzsauren Glykocyamidins in die 
freie Base mit Bleikarbonat ete. schien in diesen Fiillen entbehrlich 
zu sein. 


‘) Journ. f. prakt. Chem., N. F., Bd. XVII, S. 478 (1881). 
Compt. rend., Bd. LII, S. 1212 (1861). 
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Kreatinin 


Ge- Harn- 
wieht | menge N als Harnstoff (als Kreatinchlorzink 
Datum und bestimmt) 
des Spez. pro des pro 
Mieres| Gewicht Tage Ges.-N jo 2 Tae 
‘ 7 660) | | Fi. 0.04009 43, 
| 3500 | 760/1015 | 041475 | 3,152 0,315 2.304 75, | 
11.7.—13./7.] 3400 | 935/101 0,252 | 2,366| 81,8 | | _ | 
| | 
13./7.—15./7. | 3300 900/101: 3} 0,287 | 2,583 | 88.1 Schwach 
positiv 
15./7.—16./7. | 3350 | 445; 1010 = 0 
ein Tag! | 
Glyko- 16./7.—18./7 3550 840, 1012 (0,28 | 2,352, 72,7 0) 
| 3220 | 600/1014 0,476 2.856 844 70,009 0.054 
20.7. | 3300 900/1010 0.3465 | 3, 0,266 2,394| 76,7 | 0,0348 0.303) 
22./7,--24./7. | 3200 [1000/1013 0,273 2,73 | 76,4 | 0,0278 0.278 
Krea- |24./7.—26./7. | 3150 900/1013 0.2 0,231 2,079) 79,5 
tin 3150 | 920/1010 0,259 | 2,383 | 0.0223 0.195 
28/7. —30./7. | 38150 0,287 
| 8150 0,259 2,590) 71,8 | 0.0185 0,135 
[1000/1014 4,008} 0,357 3,570) 891 | 
18. 9.—20,/9. | 2550 ]1260/1014 0,238 | 2,999 | 88,8 | | 
20.9.—22,/9. | 2500 71310/1012 0.224 2.934 | 82.05 
2500 |LLOO/1015 0,301 | 3,311 | 91,0 
(24/9.—26..9, | 2490 11350/1011 0,273 | 3,686) 93,4 | 0,074 0.999 
28,/9. 2500 0.21 | 2,331 82,9 0.0054 0,058 
28./9.—30./9. | 2520 1100/1013 0,329 | 4.619 | 94, 
Gly ko- | 
cya. 130,/9.—2,/10. | 2420 [1400 1010 (0,266 | 3,724) 93.8 | 
midin | 
2./10.—4./10. | 2550 [L000 1016 0,357 3,570) 86,8 | Spuren  — 
4./10.—6./10. | 2550 [1200/1014 0,315 3,780 | 83,7 | Spuren  — 
10,—8. 10. | 2550 [1150/1014 0,217 | 2,496 | 70, nic 
8./10.—10.,/10.) 2550 [1175/1013 0,269 | 3,043 88,6 | | 
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Weyls Faeces 
Reaktion NH, = etemnvaninades Futter Bemerkungen 
N im 
im Harne Menge | Wasserigen 
Auszug 
| 7.17. und 8./7. 
Sehr deutlich 0.0 a 200 g Mohrriiben 
und 300 » Kohlrabi 
Minimale 
Deutlich Spuren 
Deutlich Spuren 
Deutliche cyamin per Schlundsonde 
Spuren (kleiner Verlust) 
17./7. 11 Uhr. 20 g) mit sehr. 
Deutliche Deutlichere = 17./7. zurtickgeblieben 18/7. 20 
Spuren Spuren 52 g Kohlrabi 19./7.11 » 20>. Verlust 
300 g Kohlrabi 20./7. geringe Neigung zum 
50 » Mohrriiben Durchfall 
Deutlich positiv 0,0 
Minimale | 
Posiliy Spuren 
Positiv 0.0 11.99 0.066 g Kreatin 
. 
Positiv 0,0 27.17, 0.9 » sonde 
Spuren 10.67 0.064 
Positiv O00 1,2 0.009 
Deutliche  Minimale | 
0,95 0,007 
ac | ‘ Jeden Tag 300 g Kohlrabi Tr: 
eht schw af h 0.0 19.38 | 0.013 300 g Mohrriiben Il. | 
ehr schwach Spuren ) 1) Das Tier scheint seine Faeces 
aufgefressen zu haben 
Sehr deutlich Minimale 4.16 nicht unter- 24./9. 14 4/, Uhr vormittags und 
Spuren (7) sucht 25/9.§3 Uhr 45 Min. nachm, 
Deutliche 0.0 sehr jedesmal 1 g Kreatinin per 
Spuren ’ wenig Schlundsonde 
hwach positiv 0,0 (7) 30.15 | 0.056 
hwach positiv ra) {) geblieben 231 ¢ Kohlrabi, mittags und gegen Uhr nach- 
= = 100 g Mohrriiben mittags jedesmal 1g salzsaures 
Positiv OF | Zuriickgeblieben 100 g Glykocyamidin mit etwa 20 ccm 
0.0 19.95 0.232 Mohrriiben 'y-N.-NaOH neutralisiert. 
wach positiv 0.106 keit; nach den Kinspritzungen 
hwach positiv 328 (0.028 kranken Eindruck. Diinne Ent- 
Spuren 3,28 0,028 leerungen und Unlust zum 
wach positiy 7,75 | 0,068 
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Betrachten wir nun die Ergebnisse der Tabelle: 


1. Glykocvamin. 

Die 4 ersten Tage der Vorfiitterung konnen auber Be- 
tracht bleiben, da sich an diesen offenbar die Wirkung des 
friiheren augenscheinlich efweibreicheren Fiitterns langsam ab- 
spielte. 

lim Mittel der verbleibenden 5 Tage der Vorperiode betrug 
die N-Ausscheidung 1,472 ¢: nach der Glykocyaminfiitterung 
im Mittel 1.683 g, das Plus betriigt pro Tag 0,211 g, also fiir 
8 Tage 1,688. Gefiittert sind 7.5 g Glykocyamin mit 2,699 g 
N, es sind somit unter der Voraussetzung, dab der Kiweibzerfall 
im Korper keine wesentliche Steigerung erfuhr, 62,54°/o des 
Stickstolfs des verfiitterten Glykocyamin im erschienen. 
In welcher Form ? 

Ammonsalze waren im Harn nur in Spuren vorhanden. 
Die Betrachtung der Zahlen fiir den Harnstoff (N als Harnstoff) 
zeigt, ohne dab eine genauere Berechnung notig wire, ohne 
weiteres, die Ausscheidung des Stickstoffs, des Glyko- 
eyamins jedenfalls nur zum Teil in’ Form von Harnstoff er- 
folgt sein’ kann. Die Kreatininbestimmungen ergeben  an- 
scheinend, dab wenigstens ein gewisser Bruchteil die Form des 
Kreatinins angenommen hat. Welchem bedenken dieser Sehlub 
unterliegt, soll weiter unten erdértert werden. 

2. Kreatin. 

Beziiglich des Kreatins befinden wir uns in einer sehr 
schwierigen Lage. Das langsame kontinuierliche Ansteigen des 
N zeigt, dali die durch das Kreatin bewirkte N-Vermehrung 
des Harns sehr langsam = auftritt und aller Wahrscheinlichkeit 
nach in der Periode 4/s bis 9/s, als der Versuch aus iiuberen 
Griinden abgebrochen werden mute, da die Kreatininbestim- 
mungen noch weitere 8 Tage in Anspruch nahmen, noch nicht 
beendigt war. 

Die N-Ausseheidung an den 5 Tagen, die wir als nor- 
male betrachten, betragt 7,359 g, also an 10 Tagen 14,718 g. 
An den 10 Tagen, die wir als unter dem Einflu® des Kreatins 
stehend ansehen miissen, sind ausgeschieden 16,091 g, ver- 
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fiittert sind 3,9 Kreatin mit 1,250 Es ist demnach nicht 
allein aller N des Kreatins wieder ersechienen, sondern noch ein 
kleines Plus. Man mufi daraus schlieBen, dai unter dem Ein- 
flu} des Kreatins KérpereiweiB zum Zerfall gelangt ist. Voraus- 
sichthch witirde sich diese Wirkung noch weiter fortgesetzt 
haben, wenn das Tier linger beobachtet wiire. 

In welcher Form ist der Stickstoff des Kreatins wieder 
erschienen? Der N des Harnstoffes betriigt an 4 Normaltagen 
(an einem ist die Bestimmung mibgliiekt) 4,939 g, also an 
10 Tagen 12,548 g: an den 10 Kreatintagen 12.918 g, das 
Plus 0.510 ¢, es ist also noch nicht die Hilfte des eingefitihrten 
Kreatins in Harnstoff tibergegangen, die grofere Hilfte an- 
derer Form ausgeschieden. Was die Art des Uberganges in 
Harnstoff betrifft, so ist es sehr wohl modglich, da wenigstens 
ein Teil des Kreatins im Darmkanal durch Bakterientiitigkeit 
unter Ammoniakabspaltung zersetzt und das Ammoniak dann 
in Harnstoff iibergegangen ist. Uber die Form der gréferen 
Halfte des Kreatins geben die erhobenen Befunde keinen genii- 
genden AufschlubB. Die Kreatininausscheidung ist unzweifelhatt 
etwas vermehrt, sie deckt aber lange nicht das N-Plus. Es ist 
moglich, dab ein Teil unverindert ausgeschieden ist; leider 
ergab sich diese Vermutung erst durch die Berechnungen zu 
einer Zeit, wo die Moglichkeit der Untersuchung nach dieser 
Richtung nicht mehr vorhanden war. Da wir zur Zeit eine Me- 
thode zur Bestimmung des Kreatins im Harn nicht besitzen, 
so hiitte eine solehe erst ausgearbeitet werden miissen. 

Jedenfalls geht aus den Versuchen mit Kreatin hervor, 
daly nur ein sehr kleiner Teil des eingegebenen Kreatins als 
Kreatinin im Harn erscheint. Auch dieses Ergebnis mul uns 
in der Deutung der Kreatininvermehrung nach Glykocyamin- 
fiitterung miftrauisch machen, obwohl sie eine solche nicht 
ausschlieBt: das eingegebene Kreatin unterliegt der Wirkung 
der Darmbakterien und es ist wohl méglich, dab} mit Umgehung 
des Darmes eingefiihrtes Kreatin, wenn dies nach den Loslichkeits- 
verhiiltnissen des Kreatins moglich wire, sich wesentlich anders 
verhalten wiirde. Dasselbe wiirde natiirlich fiir durch Methy- 
lierung aus dem Glykocvamin etwa entstehendes Kreatin gelten. 
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3. Kreatinin. 

Die N-Ausscheidung in den 6 Tagen der N-Periode be- 
tragt 10,588 g, also pro Tag 1,765 g, ist also bedeutend héher 
wie im vorigen Versuch: vermutlich ist der N-Gehalt der ver- 
fiitterten Vegetabilien in der spiiten Jahreszeit — 61/2 Wochen 
nach dem AbschlubB der ersten Versuchsreihe — ein hoherer 
gewesen, auch war das Futterquantum etwas grober. An den 
6 unter Kreatinineinflufb stehenden Tagen sind ausgeschieden 
10,607 g N, also nur 0,019 N mehr; eingefiihrt sind 4g Kreae 
tinin mit 1,487 Demnach wiire nun ein unbedeutender 
Bruchteil des Kreatinins zur Resorption gelangt. Diese Schlub- 
folgerung ist, da die Nahrung dieselbe war und Durchfiille 
nicht bestanden, bei einem so leichtléslichen Korper offenbar 
ungereimt. Zudem ergab die Untersuchung des Harns, dali etwa 
die Hliilfte des Kreatinins als solches ausgeschieden war. Zieht 
man nur die beiden der Kreatininfiitterung entsprechenden 
Tage in Betracht, so zeigt sich ein erhebliches Ansteigen des 
Stickstoffs und eine Zunahme des als Harnstoff ausgeschiedenen N. 
Fiir das auffallende Minus an N_ bei der obigen Berechnung 
ist es schwer, eme Erklirung zu geben. Es scheint, als ob 
Verluste an Harn stattgefunden haben, wenn von solchen auch 
nichts bekannt ist. Fiir diese Annahme spricht eine betrachtungs- 
weise, auf die Prof. E. Salkowski wiederholt aufmerksam 
gemacht hat. Eine Kontrolle iiber die Vollstiindigkeit’ der Harn- 
aufsammlung in Fiillen, in denen Grund vorliegt, eine gleich- 
mabige Harnausscheidung anzunehmen, erhalt man, wenn man 
die Harnmenge mit den beiden letzten Dezimalen des spezifischen 
Gewichts multipliziert. Diese Zahl betriigt: 


{&. bis 20, IX. 17640 
bis 22. TK. 15720 
92 his 24. TX. 16500 


dagegen 26. bis 28. IX. nur 11100. 


Glykocyamidin. 
Die gesamte N-Ausscheidung an 10 Tagen nach der Glyko- 
eyamidinfiitterung betrug 19,573 g, die tigliche Ausscheidung 
in der Vorperiode 1,765 g, also an 10 Tagen 17,65 g, das Plus 


i 


Zur Kenntnis des Kreatins und Kreatinins im Organismus. 305 


der Glykocyamidinperiode betragt also 1,923 g. Eingefiihrt sind 
in 4 ¢ salzsaurem Glykocyamidin 1,24 g N, die Ausscheidung 
iibertrifft also die Einfuhr um ein Betriichtliches, namlich 0,683 g. 
Das Glykocyamidin muf also eine nicht unbetrachtliche Steige- 
rung des Eiweifzerfalles bewirkt haben und das um so mehr, 
als auch die N-Ausscheidung durch den Darm nicht unerheblich 
war, wahrend sie in den friiheren Versuchen so gering war, 
daB es sich gar nicht lohnt, sie in Rechnung zu ziehen. Aller- 
dings kommt dabei in Betracht, dafi das Tier vorher vielfach 
seine Faeces auffrab, wie ja auch aus den minimalen_ vor- 
gefundenen Quantitiiten hervorgeht. Es ist also nicht zulassig, 
die nach der Glykocyamidinfiitterung in den Faeces gefundene 
Quantitiit Stickstoff auf diese Periode zu beziehen. Die Mehr- 
ausscheidung an N beruht sicher, wie ein Blick auf die Tabelle 
lehrt, zum grofen Teil auf Vermehrung der Harnstoffausscheidung. 
Eine genauere Berechnung unterlasse ich, da sie bei der be- 
stehenden abnormen Mehrausscheidung an N im Harn doch 
wenig Wert hiitte. 

Kreatinin ist sicher nicht in vermehrter Menge ausge- 
schieden worden, ein sehr auffiilliges Resultat, wenn man es 
mit dem anscheinend mit Glykocyamin erhaltenen  positiven 
Resultat vergleicht. Ich komme damit auf die schon auf- 
geworfene Frage zuriick: ist nach Glykocyaminfiitterung wirk- 
lich Kreatinin gebildet, wie es nach den Ergebnissen der quan- 
titativen Bestimmungen scheint ? 

Gegen diese Annahme spricht die stets gleichzeitig aus- 
gefuhrte Priifung mit Nitroferridcyannatrium -+- Natronlauge. 
Diese — die Weylsche Reaktion — ergab auch an den Tagen 
der Glykocyaminfiitterung nur ein schwach positives Resultat. 
Konnte die scheinbare Kreatininchlorzinkausscheidung nicht 
zum Teil, vielleicht zum grOBten Teil, Glykocyamidin-Chlorzink 
sein? (Damit ist nun freilich, nebenbei bemerkt, noch immer 
nicht die Differenz in dem Verhalten des Cyamins und Cy- 
amidins erklart.) Um diese Frage zu entscheiden, wurde ein 
neuer Versuch gemacht, in dem einem Kaninchen (anderes 
Tier) wiederum an 4 aufeinander folgenden Tagen je 2 g, im 
ganzen 8 g Glykocyamin in Wasser suspendiert mit der Schlund- 
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sonde eingegeben wurde und der Harn unter Ansiiuern und 
Chloroformzusatz aufgesammelt wurde. Der Harn gab nur eine 
schwache Weylsche Roaktion, auch ganz frisch untersucht. 
Die Arbeit von Folin,!) in, der F. u. a. ein neues Verfahren 
zur quantitativen Bestimmung des Kreatinins auf kolorimetrischem 
Wege mit Hilfe von Pikrinsiiture beschreibt, war noch nicht 
erschienen. Die ganze Quantitiit des Harns — abgesehen von 
der kleinen abgenommenen Probe — wurde nach dem iiblichen 
Verfahren auf Kreatininehlorzink verarbeitet. Es sollte durch die 
Analyse festgestellt werden, ob die erhaltene Chlorzinkver- 
bindung Kreatininchlorzink oder Glykocyamidinchlorzink sei. 
Die Ausbeute an Chlorzinkverbindung war aber leider so ge- 
ringfiigig — noch nicht 0,1. g¢ —, das an Analysen nicht zu 
denken war, um so weniger, als die wésserige LOsung der Ver- 
bindung starke Weylsche Reaktion gab, es sich also sicher 
nicht nur um Glykoeyamidinchlorzink handelte. 

Zieht man in Betracht, dab die Reaktion des Harns auf 
Kreatinin in allen Fiillen nach Glykocyaminfitterung recht 
schwach war, so kommt man zu dem Sehlub, dah eine Methy- 
lierung des Glykocyamins mindestens nicht bewiesen ist. 

Es wurde in diesem Falle noch versucht, unverandertes 
Givkocyamin in den Faeces und dem Harn nachzuweisen. 

Das Verfahren zum Nachweis beruht auf folgender be- 
obachtung. Glykocyamin ist Alkohol unldéslich, sich 
dagegen leicht, wenn man den Alkohol mit etwas Salzsaure 
ansiuert. Neutralisiert man die alkoholische LOsung vorsichtig 
mit Ammoniak, so fillt es wieder aus, oder wenn seine Menge 
sehr gering war, so erhiilt man es durch Eindampfen der 
ammoniakalisechen Losung zur Trockne und Behandeln des 
Riickstandes mit Wasser, wobei es ungelést zuriickbleibt. 

Die Verarbeitung der Faeces war folgende: Die gesamten, 
nach der Verabreichung von Glykocyamin gesammelten Faeces 
wurden fein zerrieben, mit Alkohol in der Reibschale durch- 
gerieben, einige Zeit mit diesem in Kolben gelind erwarmt, 
dann filtriert und der Riickstand auf dem Filter wiederholt mit 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 223 (1904), 
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Alkohol nachgewaschen, sodafi man sicher sein konnte, dat 
derselbe von allen in Alkohol léslichen Substanzen mdglichst 
vollstiindig befreit war. Nunmehr wurde der breiige Riickstand 
in einem Kolben wiederum mit Alkohol unter Zusatz von 
etwas Salzsiiure erwarmt, filtriert. Das Filtrat wurde zur Ab- 
scheidung der Erdphosphate mit Ammoniak iibersiitligt, filtriert, 
das Filtrat zur Trockne gedamp{t und dann mit Wasser be- 
handelt, filtriert, ausgewaschen. Zur Identifizierung des Riick- 
standes, der nur gering war, als Glykocvamin diente die Uber- 
fiihrung in Glykocyamidin durch Erhitzen mit verdiinnter 
Schwefelsiiture auf dem Wasserbad, nachdem vorher an einer 
kleinen Quantitiit Glykocyamin festgestellt war, dab die Uber- 
fiihrung auf diesem Weege leicht gelingt. 

Die erhaltene kleine Quantitit des angeblichen Glykocyamins 
wurde also mit einigen Kubikzentimetern verdiinnter Schwefel- 
siiure ca. 1 Stunde auf dem Wasserbad unter Wasserzusatz er- 
wiirmt, nach dem Verdiinnen die Schwefelsiiure durch Atzbaryt, 
schlieblich Baryumkarbonat entfernt, filtriert, das Filtrat, das 
ziemlich voluminos geworden war, auf dem Wasserbad_ ein- 
gedampft, von etwas ausgefallenem baryumkarbonat abfiltriert, 
dann auf einige Kubikzentimeter eingedampft und ca. '2 cem 
Alkoholchlorzinklésung hinzugefiigt. Nach kurzem  Stehen 
schieden sich kérnige harte Kristalle von Glykocyamidinchlorzink 
aus. Zur Analyse reichte die erhaltene Quantitét nicht aus. 

Zur Untersuchung des Harns auf Glykocyamin wurde der 
bei der Untersuchung auf Kreatinin ungelost bleibende Riick- 
stand benutzt. Dieser Riickstand wurde nochmals mit Alkohol 
erwiirmt, filtriert, das Filtrat beseitigt, der Rtickstand auf dem 
Filter mit Alkohol gewaschen, dann in einen Kolben gebracht, 
mit Alkohol unter Zusatz von etwas Salzsiiture erwiirmt, wobei 
er sich zum groften Teil lOste, filtriert, das Filtrat mit 
Ammoniak versetzt und zur Trockne gedampft, der Riickstand 
mit Wasser tibergossen, nach gutem Durchriihren filtriert, der 
Riickstand auf dem Filter ausgewaschen, dann in siedendem 
Wasser gelést, noch einmal filtriert, die Losung mit Knocben- 
kohle entfarbt und zur Trockne gedampft. Der Riickstand wurde 
mit Wasser iibergossen, auf einem gewogenen Filter gesammelt 
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und bei 105° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Das Gewicht 
betrug 0,267 g. 

Als Glykocyamin identifiziert wurde der Riickstand einer- 
seits durch Uberfiihrung in Glykocyamidin und Fillung mit 
Chlorzink, andererseits durch Uberfithrung in die schwer lisliche 
Kupferverbindung. Zur Darstellung dieser wurde das Glykocyamin 
in heifem Wasser geldst, die LOsung mit Kupferacetatlosung 
versetzt und etwas eingedampft. Beim Erkalten fiel das schwer- 
losliche Kupfersalz aus, das in seinen auberen Eigenschatten mit 
einem in gleicher Weise aus einer kleinen Quantitaét Glykocyamin 
dargestellten Priiparat vollstandig tibereinstimmte. Zur Analyse 
reichte die erhaltene Quantitét nicht aus, nach dem Gange der 
Untersuchung kann aber nicht der mindeste Zweifel bestehen, 
dali wirklich Glykocyaminkupfer vorlag. — Zieht man in Betracht, 
dafi die Methode sicher ziemlich unvolikommen ist, so wird 
man sagen kénnen, daf ein nicht ganz unerheblicher Teil des 
Glykocyamins trotz seiner Schwerléslichkeit unverandert durch 
den Harn ausgeschieden ist. 

Herrn Prof. E. Salkowski spreche ich meinen ergebenen 
Dank aus fiir die Anregung zu dieser Arbeit und fur seine 
Unterstiitzung bei Ausfiihrung derselben. 
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Die Oxydation der Thymusnucleinsaure mit Calciumpermanganat. 
Von 


Fr. Kutscher und Martin Schenck. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. Miirz 1905.) 


Vor einiger Zeit haben Kutscher und Seemann?) iiber 
Oxydationsversuche an Thymusnucleinsiiure berichtet. Sie ge- 
wannen damals von Oxydationsprodukten Harnstoff und Imido- 
harnstoff und zeigten, dai es bei der Oxydation der Thymus- 
nucleinsiiure mit Calciumpermanganat nicht zur Bildung von 
Harnsiiure kommt. Wir haben diese Versuche fortgesetzt, dabei 
ist es uns eelungen, aufer den obengenannten eine Anzahl 
anderer Oxydationsprodukte zu isolieren. Der Gang unserer 
Untersuchung war folgender : 

100 ¢ lufttrockene Thymusnucleinsiiure?) mit einem Gehalt 
von &18%/o P wurden in 3 Liltern Wasser aufgeschwemmt. 
Darauf wurde Barytwasser zugefiigt, bis die Nucleinsiiure unter 
Bildung leicht loslicher saurer Barytverbindungen in Losung 
gegangen war. Nunmehr wurde die Fliissigkeit bis nahe zum 
Sieden erhitzt und langsam 10°/oige Calciumpermanganatlosung 
zugetiigt, bis das starke Schiiumen der Fiiissigkeit nachlieb. 
Um dies zu erreichen, wurden ca. 400 g Calciumpermanganat 

') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVI, 5S. 3023. 

*) Das Praparat ist uns durch Vermittlung Seiner Exzellenz des 
Herrn Geheimrats v. Behring durch die Hoéchster Farbwerke geliefert 
worden. Wir sprechen an dieser Stelle unseren Dank fiir die uns dadurch 
zuteil gewordene Unterstiitzung aus. Das lufttrockene Praparat gab bei 
der Analyse folgende Werte: 

0.2906 g Substanz: 0,0862 g P,O,Mg,; gefunden: P — &,25°/o 

03136 > » :O00914> » » : » == 

Die Séure enthielt ziemlich reichlich Baryt. Sie war nach dem 


Verfahren von Kossel und Neumann (Ber. d. Deutsch. chem. Ges.., 
Bd. XXVII, S. 2215 [1887}) dargestellt. 
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verbraucht. Noch siedend heii wurde vom Manganschlamm 
abfiltriert. Das klare Filtrat reagierte sechwach alkalisch. Es 
wurde zuniichst auf freier Flamme, darauf auf dem Wasser- 
bade bis zirka zum Liter eingeengt und nach dem Erkalten 
mit Schwefelsiiure stark angestuert. Dabei fiel reichlich Calcium- 
sulfat aus, das durch Filtration entfernt wurde. Das klare 
Filtrat unterwarfen wir im Apparat von Kutscher und Steudel 
einer energischen Extraktion mit Ather. Auch der Mangan- 
schlamm wurde mit verdiinnter Schwefelsiure ausgezogen, der 
so gewonnene Auszug mit Ather erschipft. Die beiden Ather- 
extrakte wurden spiiter vereinigt. 


Verarbeitung der Atherextrakte. 


Nachdem die Atherextraktion einige Zeit gewiihrt hatte, 
begannen sich im Atherkélbchen reichliche Kristalle abzusetzen, 
die ihrem Aussehen nach zwei verschiedenen Siuren ange- 
horten. Wir brachen die Extraktion ab, als sich ihre Menge 
nicht mehr merklich vermehrte, saugten die Kristalle ab, wuschen 
sie mit etwas Ather und versuchten zuniichst, sie durch ver- 
schiedene Losungsmittel, namentlich Wasser und Alkohol, von- 
einander zu trennen. Doch miblangen diese Versuche. Nach- 
dem wir festgestellt hatten, da die eine der vorliegenden Sub- 
stanzen Oxalsiiure war, kamen wir schlieblich folgender 
Weise zum Ziel: Die Kristallmassen wurden in Wasser gelost, 
die LoOsung machten wir mit Kalkwasser schwach_ alkalisch. 
Dadurch schieden wir die Oxalsiiure als Calciumoxalat ab, das 
wir abfiltrierten. Das Filtrat enthielt die zweite Siure. Es 
wurde stark eingeengt, worauf sich nach dem Erkalten ein 
Kalksalz in Knollen, die aus feinen Nadeln bestanden, abschied. 
Dasselbe war in heifem Wasser leicht, in kaltem schwerer 
ldslich. Aus ihm lief sich durch Zersetzung mit Salzsaure 
ohne Schwierigkeit die freie Siéure gewinnen, die in kaltem 
Wasser ziemlich schwer léslich ist. Wir wollen diese neue Saure 
als Martamsiiure bezeichnen. Auf die Eigenschaften dieser 
Siiure werden wir etwas spiiter eingehen. Der aus dem Mangan- 
schlamm gewonnene Atherextrakt enthielt nur diese beiden 
Siituren. Um die Siéuren, die sich nicht schon kristallinisch 
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aus dem Atherextrakt abgeschieden hatten, zu gewinnen, ver- 
dunsteten wir den Ather bei 40° CG. Den Riickstand destillierten 
wir nach Ansiuern mit Phosphorsiiure im Wasserdampfstrome. 
Die mit Wasserdampf fliichtigen Fettsiiuren verarbeiteten wir 
nach dem Verfahren Liebigs. Wir erhielten dabei aus den 
verschiedenen Fraktionen folgende Silberwerte: 


Fraktion I. 0134% g Substanz gaben 0,087. ¢ Ag = 64,7". Ag 
> Il. 01706 » > » » == 


Essigsaures Silber verlangt 64,8°/0 Ag. 

Leider verloren wir durch Sprung des Fraktionskdlbchens 
die Hauptmasse der Fettsauren, doch da wir uns zuerst durch 
qualitative Versuche tberzeugt hatten, dai Ameisensiiure voll- 
kommen fehlte, und auch der Geruch nach héheren Fettsiiuren 
sich nicht beobachten lieb, so diirfen wir wohl behaupten: 
Bei der Oxydation der Thymusnucleinsiure mit Calciumperman- 
ganat bildet sich an fliichtigen Fettsiiuren nur Essigsiiure. 

Den Destillationsriickstand befreiten wir durch Kalkmileh 
von der Phosphorsiiure. Der durch Kalkmileh erzeugte Nieder- 
schlag enthielt noch Calciumoxalat, das wir durch Digestion 
mit Essigsiure vom Calciumphosphat abtrennten und durch 
Losen in Salzsiiure und Fallen mit Ammoniak reinigten. Die 
an verschiedenen Stellen gewonnenen Massen von Calcium- 
oxalat wurden vereinigt und eine Stichprobe der Analyse unter- 
worfen. 

0.2404 g¢ Substanz gaben 0,0913 ¢ CaO 
Gefunden = 27,2°/0 Ca. Berechnet fiir CaC,H, H,O = Ca. 

Die Ausbeute an Oxalsiure, auf freie Oxalsiiure berechnet, 
hatte 1,7 g betragen. 

Das Filtrat vom Caleiumphosphat und Oxalat  befreiten 
wir durch Kohlensiiure vom iiberschiissigen Calcium. Nach dem 
Einengen kristallisierten nur noch geringe Mengen vom Calcium- 
salz der Martamsiure. Einen anderen Korper schien das Filtrat 
nicht zu enthalten. Die Ausbeute an freier Siiure hatte ca. 1 g 
betragen. Die Analysen der bei 120° C. getrockneten Substanz 
ergaben folgende Werte: 


0,1698 g Substanz gaben 52,8 ccm N; T. = 17,5°; Ba = 737,6 mm 
0.1396 > » 0.1500 CO, und 0,047 H,O 
O1549 » p > 50,3 ccm N; T. = 18°; Ba = 732,3 mm 


01457 » > > 01358 g CO, und 0,0542 g H,O. 
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Die aufgefiihrten Analysenzahlen stimmen anniahernd zu 
der Formel C,H,N,O, resp. zu C,H,)N,Q, : 


Fir C,H,N,O, ber.: Fir C,H,,N,O, ber.: Gefunden im Mittel: 
== 25,8 °/o C 25,6 °/o C= 25,4°/o 
H = 3,5°%,o H= 
N = 36,3°/o N = 36,0%o N = 36,1% 


Durch eine Silberanalyse haben wir bestiitigen konnen, 
dali der Martamsiiure in der Tat eine der beiden obigen Formeln 
zukommen Sie bildet ein Silbersalz, wenn man ihre 
Losung mit Silbernitrat und darauf vorsichtig mit Ammoniak 
versetzt. oder ihr Ammonsalz mit Silbernitrat fallt. Es ist 
schwach gelb gefiirbt und zuniichst amorph, wird aber nach 
einigen Tagen ruhigen Stehens kristallinisch, indem es sich in 
kleine, aus zarten Blittchen zusammengesetzte Drusen umwandelt. 
Im tberschiissigen Ammoniak und in Salpetersiiure ist es leicht 
loslich, in Wasser und Alkohol unloéslich. Die Analyse der 
kristallinischen Silberverbindung, von der uns leider eine etwas 
zu kleine Menge zur Verfiigung stand, gab folgenden Wert: 


0.0946 Substanz gaben 0.0558 Ag 


Fiir C,H,N,O,Ag, ber. : Fiir ber. : Gefunden: 
Ag = 58,330 Ag = 58,54% Ag = 58.99%) 


Die Martamsiiure kristallisiert in diinnen, mikroskopischen 
NadelIn, Sie sich ihrer Formel nach von keinem der  bisher 
bekannt gegebenen Spaltungsprodukte der Nucleinsauren ableiten. 
Sie gab weder die Murexid- noch die Weidelsche Reaktion. Die 
letztere auch nicht in der von Emil Fischer angegebenen Form. 
Sie ist in kaltem Wasser ziemlich schwer, in heifem Wasser 
leicht loslich. Die gleichen Losungsverhiltnisse zeigt sie gegen 
Alkohol, in Ather ist sie schwer léslich. Sie kommt also in 
ihrem Verhalten gegen die genannten L6sungsmittel der Oxal- 
siiture nahe. Es ist dies auch der Grund, warum wir schlieb- 
lich die Oxalsiiture durch Kalk entfernen muften, um unsere 
Siiure rein zu erhalten. Im Schmelzrdhrchen erhitzt sublimiert 
sie ohne Riickstand und ohne Zersetzung. Auch im zu- 
geschmolzenen Schmelzrohrchen gelingt es nicht, sie zum 
Schmelzen zu bringen, sie sublimiert hier aus dem unteren in 
den oberen Teil des RoOhrchens. Die Sublimation beginnt be- 
reits bei 150° C., wie wir bei unseren Versuchen, sie zur Ge- 
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wichtskonstanz zu trocknen, beobachten konnten: sie nahm bei 
dieser Temperatur fortwihrend an Gewicht ab und das Wage- 
glischen zeigte in seinem oberen Teil deutlichen Beschlag. Mit 
Salpetersiiture auf dem Wasserbade abgedampft, hinterlibt 
unsere Siiure einen weifen, kristallinischen, in Wasser leicht 
léslichen Riickstand, der, mit Calciumchlorid und Ammoniak 
versetzt, allméhlich einen geringen in Essigséure unlodslichen 
Niederschlag gab, also wohl etwas Oxalsiiure enthielt. 


Verarbeitung der durch Ather erschépften Reaktions- 
fliissigkeit. 

An den Wandungen des Extraktionskolbens hatten sich 
neben weifen Kristallen von Calciumsulfat allméhlich auch stark 
gefiirbte, kleine, harte Kristalldrusen abgeschieden, die aus einer 
organischen Saure bestanden und ihrem Aussehen nach auf- 
fallend an Harnsiiure erinnerten. Sie wurden nach der Ent- 
leerung des Kolbens gesammelt und mechanisch vom anhaftenden 
Calciumsulfat nach Moéglichkeit befreit. Um sie vollig rein zu 
erhalten, wurden sie mit Natriumkarbonat gekocht, das aus- 
fallende Calciumkarbonat durch Filtration entfernt. Die ein- 
geengte Fliissigkeit lieb das ziemlich schwerlésliche Natronsalz 
unserer Saure in Drusen von diinnen makroskopischen Nadeln 
auskristallisieren. Die freie Saéure lief sich durch Zersetzung 
des Natronsalzes mit Schwefelsiiure (auffallenderweise versagte 
Salzsiiure) leicht gewinnen. Nach der Umkristallisation aus heibem 
Wasser schied sich dieselbe in harten Oktaedern ab, die hiufig 
zu kleinen Drusen verwachsen waren. Zur Analyse reichte die 
Menge der rein dargestellten Saure nicht aus, wir mubten uns 
deshalb auf einige qualitative Reaktionen beschriinken. 

Die Séure sublimiert im trocknen R6hrchen erhitzt zum 
Teil scheinbar unzersetzt. Ein Teil verkohlt aber immer, ohne 
vorher zu schmelzen. Sie gibt weder die Murexid- noch die 
Weidelsche Probe. Die letztere auch nicht in der von 
E. Fischer angegebenen Form. Mit Salpetersiiure auf dem 
Wasserbade abgedampft, hinterlabt sie eine weibe Kristallmasse. 
Dieselbe besteht aus diinnen, rechtwinkligen, rhombischen 
Tiifelchen, die in Wasser schwer, in Ammoniak leicht léslich 
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sind. Die ammoniakalische Loésung dieser Tiifelchen gibt mit 
Silbernitrat eine weifbe amorphe Verbindung, welche sich im 
iiberschiissigen Ammoniak und Salpetersiéure leicht lost. Das 
Produkt, das durch Behandlung unserer Siiure mit Salpeter- 
siiure entstand, schien dem ‘mikroskopischen bilde voll- 
kommen einheitlich zu sein. Oxalsiure wenigstens lieb sich 
darin nicht nachweisen. Die unveranderte Siiure ist in heibem 
Wasser schwer, in kaltem Wasser kaum In Alkohol 
und Ather erschien sie ebenfalls kaum loslich. Versetzt- man 
eine Losung der freien Siiture mit Silbernitrat, Baryumchilorid 
und Bleizucker, so entstehen kristallinische Niederschliige. Die 
Ausbeute an dieser Siiture mochte 0,1 g betragen haben. 

Nach Entfernung der eben geschilderten Siiure wurde die 
Reaktionsfliissigkeit vom Ather befreit und mit Phosphorwol- 
framsiiure unter Vermeidung eines stiirkeren Uberschusses 
dieses HKeagenses ausgefiillt. Die Fiillung saugten wir ab, 
wuschen sie mit Schwefelsiiure. Darauf stellten wir aus den 
Wolframaten nach bekannter Methode durch Zersetzung mit 
Baryt etc. die freien Basen dar. Die wiisserige Losung der 
Basen fiillten wir mit heif gesiittigter, wiisseriger Pikrinsiéure, 
bis eine Probe mit kaltgesiittigter, wiisseriger Pikrinsiiurelosung 
nicht mehr reagierte. Die reichliche Fiillung saugten wir ab, 
zerseizten sie mit Salzsiiure, entfernten die Pikrinsiure durch 
Ather. Die so erhaltenen Chloride der Basen dampften wir 
zur ‘Trockne ab. Durch Aufnehmen mit Alkohol und Wasser 
lie} sich der Riickstand in ein in dem genannten Losungsmittel 
schwer und ein darin  leichtlésliches Chlorid trennen. Das 
erste Chlorid war Adeninchlorid, das zweite Guanidinchlorid. 
Das Adeninchlorid fiihrten wir durch Ammoniak in die freie 
Base iiber, die analysiert wurde. 


0.0895 g Substanz gaben 41 ccm N; T. = 17,5"; Ba = 735,6 mm 
Fiir C,H,N, ber.: N = 51,9°%o. Gefunden: N = 52,1°o. 


Die Ausbeute an Adenin hatte ca. 1 g betragen. 
Das Guanidinchlorid fiihrten wir zur Analyse in das 
Pikrat iiber. 
0.1353 g¢ Substanz gaben 34.9 ccm N; T. = 18°; Ba = 736,8 mm. 
Fir CH,N,-C,H,N,O, ber.: N = 29,2°/o, Gefunden: 29,3°/o. 
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Die Ausbeute an Guanidinpikrat betrug 5.99 g. Dieselben 
entsprechen 1,25 Guanidin. 

Auber den beiden genannten Basen enthielt die Phosphor- 
wolframfallung, wie die weitere Untersuchung ergab, keine 
anderen Koérper oder hochstens Spuren davon. 

Das Filtrat von der Phosphorwolframfillung  befreiten 
wir durch Baryt von Schwefelsiure und Phosphorwolframsaure, 
durch Kohlensiiure vom iiberschiissigen Baryt und damptten 
es auf dem Wasserbade zur Trockene ab. Den Riickstand 
nahmen wir mit Alkohol auf. Es zeigte sich dabei, dai der 
gesamte Riickstand, soweit er aus organischen Substanzen be- 
stand, in Alkohol l6slich war. Die alkoholische Losung gab nun, 
mit alkoholischer Pikrinsiiure versetzl, eine reichliche Fiillung. 
Dieselbe bestand, wie die Analyse zeigte, aus Guanidinpikrat. 
Das Pikrat gab niimlich vor der Umkristallisation folgende Werte : 

0.1509 g Substanz gaben 37,9 ccm N; T. = 17,5°; Ba = 736.6 mm 
Fir CH,N, -C,H,N,O, ber.: N = 29,2°/2. Gefunden: N = 28,6%., 
Nach einmaliger Umkristallisation wurde gefunden: 
0.1406 g Substanz gaben 36 ccm N; T. = 16°: Ba = 734.8 mm 

Gefunden: N == 29,2°/o 

Die Ausbeute an Guanidinpikrat, die wir an dieser Stelle 
gewannen, betrug 3,26 g, entsprechend 0,67 ¢ Guanidin. Durch 
Phosphorwolframsiiure hatten sich demnach nur zirka zwei Drittel 
des gebildeten Guanidins niederschiagen lassen. Die gleiche 
Erfahrung, dafi die Phosphorwolframsiure das Gnanidin unter 
Umstiinden nur sehr unvollkommen ausfilll, machten wir bet 
der Oxydation des Leims.') Wir zogen dort schlieblich vor, das 
Guanidin sofort durch Pikrinsiiure abzuscheiden und hinterher 
die anderen Basen mit Phosphorwolframsiiure zu fiillen. 

Das Filtrat vom Guanidinpikrat siuerten wir mit Schwefel- 
siure an, nachdem wir den Alkohol daraus verjagt hatten, 
iitherten es aus, entfernten die Schwefelsiiure durch Baryt, den 
iiberschiissigen Baryt durch Kohlensiiure. Nachdem wir von 
neuem die Fliissigkeit zur Trockne verdunstet und den Riick- 
stand mit Alkohol aufgenommen hatten, verblieb nach Verjagen 
des Alkohols eine Kristallmasse, die starke Biuretreaktion gab. 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVIII, 8. 455. 
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Durch qualitative Reaktionen lief sich weiter Harnstoff darin 
nachweisen. Doch ist es uns bisher nicht gelungen, eine gute 
Methode zur Aufteilung dieses Riickstandes auszuarbeiten. Es 
haben sich demnach zurzeit von den kristallinischen Oxydations- 
produkten der Thymusnucleinsiiure folgende nachweisen lassen. 


1. Oxalsiiure, 

2. Martamsdaure, 

3. Essigsdure, 

4, Siiure unbekannter Formel, 
Adenin, 

6. Guanidin, 

7. Harnstoff, 

Eine biuretgebende Substanz. 


Von diesen Substanzen laBt sich das Guanidin auf das 
im Molekiil der Thymusnucleinsiure in weitgehender Weise 
vorgebildete Guanin zuriickfihren und das Oxydationsverfahren 
ist sehr wohl geeignet, in den Nucleinsiiuren das Guanin quan- 
titativ zu bestimmen, oder die durch Hydrolyse erhaltene Aus- 
beute an Guanin zu kontrollieren. Das zeigt folgende kleine 
Rechnung. Von Kossel und Neumann!) wurden bei ihren 
Versuchen tiber die Thyminsiure 6°/o Guanin aus reiner Thymus- 
nucleinsiiure erhalten. Wie sich aus dem P-Gehalt unserer 
Thymusnucleinsiiure berechnen entsprechen die 100 g 
derselben, 84,7 g reiner, trockener Thymusnucleinsiure. Die- 
selben haben 1,9 g Guanidin geliefert. Rechnen wir das 
Guanidin in Guanin um, so erhalten wir 4,87 g¢ Guanin. Dem- 
nach wiirden nach unserem Versuch 100 g reiner, trockener 
Thymusnucleinsaiure 5,75°/o Guanin geben, wiihrend Kossel 
und Neumann, wie bereits gesagt, 6°/o Guanin  erhielten. 
Wir beabsichtigen, unsere Untersuchungen fortzusetzen. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 78. 
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Zur Abwehr. 


Von 


Fr. Kutscher. 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Marz 1905.) 


In Bd. XLII Heft 6 dieser Zeitschrift sind von Burian 
zwei Arbeiten iiber die Oxydation von Nucleinsituren mit Calcium- 
permanganat, die ich in Gemeinschaft mit Seemann an anderer 
Stelle!) veréffentlicht habe, angegriffen worden. Form und Inhalt 
dieses Angriffs richten sich von selbst. Ich gehe auf denselben 
nur deshalb ein, weil, wie gesagt, unsere Arbeiten sich in anderen 
Zeitschriften befinden, von Burian aber vergessen worden ist, 
den Inhalt derselben wiederzugeben. 

Um die Veranlassung zu unseren Arbeiten zu erkliren, 
muf ich ein wenig weiter ausholen. Bekanntlich behauptet 
eine Theorie iiber die Bildung der Harnsiiure im Organismus 
des Siiugers, daB die Muttersubstanz der Harnséure in den 
Nucleinsiiuren zu suchen sei, die bei ihrem Zerfall Nucleinbasen 
liefern, welche weiterhin bei ihrem Durchgaug durch den 
tierischen Organismus zur Harnsiiure oxydiert werden sollen. 
Wir haben nach dieser Theorie schematisch ausgedriickt fol- 
gende Kette. 


Nucleinsiiuren 


Nucleinbasen 


Harnsiiure. 

In derselben muf die Harnsaure das stabilste Oxydations- 
produkt darstellen; denn wire sie leichter oxydabel wie die 
Nucleinbasen, so miiSte sie eher zerstort werden, wie die Reste 
derselben. 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVI, S. 2023, und Zentral- 
blatt f. Physiol , Bd. XVII, S. 715. 
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Zu dieser Theorie stand und steht in vollstem Widerspruch 
das Verhalten der Nucleinbasen gegen Oxydationsmittel. Wir 
wissen, dab bisher alle Versuche gescheitert sind, die Nuclein- 
basen durch direkte Oxydation in Harnsaiure umzuwandeln. Sie 
werden entweder durch Oxydationsmittel tiberhaupt nicht ange- 
griffen, sind also gegen dieselben stabiler wie Harnsaure, oder 
sie werden zerstort, bevor es gelingt, sie in Harnsiure iiber- 
zufiihren.?) Mit unseren chemischen Kenntnissen vertragt sich 
demnach obige Theorie nicht. Dagegen konnte man, nachdem 
es Sundwik?) gelungen war, durch Reduktion die Harnsiiure 
in Nucleinbasen tiberzufiihren, in anderer Weise Harnsiiure und 
Nucleinbasen in Beziehung bringen, indem man die Harnsaure 
als das primire, die Nucleinbasen als das sekundire aus der 
Harnsiiure hervorgehende Produkt auffabte. 

Wir haben nun versucht, durch direkte Oxydation von 
Nucleinsiiuren mit Calciumpermanganat festzustellen, ob dabei 
nicht doch Harnsiiure entsteht, denn deraruge Versuche waren 
bisher nicht angestellt worden. Dabei zeigte sich, dafi das Oxy- 
dationsmittel auf die in den Nucleinsiuren enthaltenen Nuclein- 
basen eimwirkte, als wenn die Nucleinbasen in freier Form dem 
Oxydationsmittel ausgesetzl gewesen wiren. erhielten 
niimlich als Oxydationsprodukte Adenin und Guanidin. Das letzte, 
das dem Guanin entstammen mubte, in anniihernd berechneter 
Menge.*) Das Adenin ist, wie Kossel*) und Kriiger®) erwiesen 
haben, sehr widerstandsfiihig gegen Permanganate. Also auch 
bei direkter Oxydation der Nucleinséuren wurden die darin 
enthaitenen Nucleinbasen entweder durch das Oxydationsmittel 
nicht angegriffen oder zerstort, niemals aber, auch nicht inter- 
mediir biiden sie Harnsiiure. Diese Ergebnisse mubten allerdings 
liberraschen, denn sie zeigten, wie wenig gestiitzt die Theorie 
iiber die Bildung von Harnséiure aus Nucleinbasen war. 


', Siehe Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. XII, S. 248, und Bd. VI, 
S. #28; weiter Emil Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XVII, 
S. 329; Bd. XXX, 8. 549. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXIII, S. 476. und Bd. XXIV, S. 131. 

*) Siehe vorstehende Arbeit. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XI, S. 248. 

Diese Zeitschrift, Bd. XVIII, S. 465. 
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Zu den im vorstehenden geschilderten Resultaten, nach 
denen wir Adenin und Guanidin als charakteristische Oxydations- 
produkte erhielten, sagt nun Herr Burian: «Jeder mit dem Gegen- 
stande einigermafen Vertraute hiitte indessen das negative Er- 
gebnis des von Kutscher und Seemann unternommenen Ver- 
suches ohne weiteres voraussagen kOnnen. Seit Dezennien 
weib man, Harnsdure durch Calcitumpermanganat 
iuberst leicht zerstOrt wird.» Diesem Einwand entspricht 
vollig der Versuch, den Herr Burian anstellt, um zu erweisen, 
dai sich unsere Resultate von den mit dem Gegenstande einiger- 
mafen Vertrauten voraussagen lieben. Er oxydiert Harnsiiure 
und erhiélt natiirlich Harnstoff und Oxalsaure. Harnstoff und 
Oxalsiture sind aber, wie jeder mit dem Gegenstand einiger- 
mafen Vertraute Herrn Burian versichern wird, durchaus 
nicht identisch mit Adenin und Guanidin. 

Da mir, wie gesagt, nur daran lag, das Ergebnis unserer 
Arbeiten an dieser Stelle klarzulegen, der Einwand des Herrn 
Burian dasselbe aber nicht einmal beriihrt, scheint mir eine 
weitere Diskussion unfruchtbar. 


Uber das Verhalten von zugefihrtem Indol und Skatol im 
Organismus. 
Von 


Dr. Paul Grosser. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Marz 1905.) 


Uber die quantitativen Verhiiltnisse der Umsetzung des 
in den Tierkérper eingefiihrten Indols hat Wang!) Versuche 
an Hunden angestellt. Er verftitterte Indol und bestimmte das 
gebildete Indikan sowie die Ausscheidung der Atherschwefel- 
siuren. Dabet kam er zu folgenden Resultaten: 

1. Indol wird vom Darmkanal aus innerhalb 24 Stunden 
durch den Harn ausgeschieden. 

2. Es wird eine geringere Menge Atherschwefelsiiure, als 
dem gegebenen Indol entspricht, ausgeschieden. 

3. Ktwa die Halfte von dem gegebenen Indol wird als 
indigobildende Substanz ausgeschieden. 

4. Neben indoxylschwefelsaurem Kalium werden auch 
noch andere gepaarte Schwefelsiuren gebildet. 

Wiihrend wir also fiir den Hund Untersuchungen dieser 
Art besitzen, fehlen solche fast vollstindig fiir das Kaninchen. 
Deshalb habe ich in mehreren Versuchen Kaninchen Indol, das 
aus den Fiiulnisversuchen von E. und H. Salkowski stammte, 
subkutan und per os eingegeben, um die ausgeschiedene In- 
dikanmenge sowie die Vermehrung der Atherschwefelsiure 
quantitativ zu bestimmen. 

Dem Tiere wurde jedesmal 0,1 g der Substanz eingefiihrt, 
und zwar bei der Eingabe per os in Alkohol gelést und mit 
Gummi arab. emulgiert, bei der subkutanen Darreichung in 


') Wang, Diese Zeitschrift, Bd. XXVII, S. 577. 
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Oliger Loésung. Das Indol lést sich sowohl in Alkohol als auch 
in Ol schnell und vollstiindig. Auch die dlige Lisung wird 
per os gut vertragen; ich habe sie spiiter aus einem iiuberlichen 
Grunde angewandt, weil nimlich der Geruch der Oligen Losung 
nicht so intensiv an den Fingern des Untersuchers haftet wie 
der der alkoholischen. Zur Lésung wurden je 10 cem Fiiissig- 
keit benutzt und die Spritze dann mit einigen Kubikzentimetern 
Alkohol bezw. Ol nachgespiilt. 

Die Anordnung der Versuchsreihe war folgende: Auf eine 
zweitiigige Vorperiode, in der das Tier ein abgewogenes Quaiitum 
Futter erhielt, folgten 3 zweitiigige Perioden, withrend welcher 
das Tier bei gleichem Futter dreimal 0,1 g Indol per os erhielt. 
Daraut folgte eine zweitagige Nachperiode, die zugleich Vorperiode 
fiir die nun folgende Reihe der subkutanen Indoldarreichung war, 
bei der dem Tier zweimal 0,1 g Indol subkutan injiziert wurden. 

Das Tier fraB das aus Kohl und Riiben bestehende Futter 
fast gleichmiifig, nur hin und wieder lieb es geringe Mengen 
liegen, so daf man sicher sagen kann, dab die Freblust durch 
das zugefiihrte Indol keine Einbube erleidet. 

Bei der Vorperiode wurde kein Indikan ausgeschieden. 
Sowohl die Probe nach Jaffé mit Salzsiiure -+ Chlorkalk, als 
auch die nach Obermeyer mit Eisenchlorid +- Salzsiiure nach 
vorausgegangener Fiillung mit basischem Bleiacetat lieh keine 
Spur erscheinen. Anders nach der Indoleingabe. Zwar zeigte 
der Harn kein schillerndes Hiiutchen, wie es bei der geringen 
Menge der zugefiihrten Substanz auch nicht zu erwarten war, 
wohl aber lief sich nach Fiillen des Harns mit Bleiessig und 
Versetzen des Filtrats mit rauchender Salzsaure, die ca. 4 ¢ FeCl, 
im Liter gelOst enthielt, ein tiefblauer Chloroformauszug  er- 
halten. Ich darf daher wohl die gesamte Menge des erhaltenen 
Indikans auf Rechnung des eingegebenen Indols setzen. Was 
nun die Methode der quantitativen Bestimmung des Indikans 
betrifft, so hielt ich mich an die Vorschriften Wangs,!) mit der 
Anderung, dafi ich nicht Bleizucker, sondern Bleiessig zur 
Fillung benutzte. Ich versetzte eine genau abgemessene Menge 


') Wang, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, 5. 406 und Bd. XXVIII, 5. 135. 
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Harn mit bleiessig, filtrierte und versetzte einen aliquoten Teil 
des Filtrats mit der gleichen Menge der oben erwiihnten Salz- 
Diese Mischung ich nach der 
Angabe von Salkowski!) 5—10 Minuten im Schiitteltrichter 
stehen: nach dieser Zeit hatte die zuerst bernsteingelbe Losung 
sich tiefbraun gefiirbt. Nunmehr wurde die Mischung mit Chloro- 
form ausgeschiittelt, bis das Chloroform keinen Farbstoff mehr 
aufnahm. In der Regel geniigte 3—dmaliges Ausschiitteln. Nun 
wurde das Chloroform abdestilliert und der Riickstand auf dem 
Wasserbade getrocknet. Er bildete eine braune, schmierige 
Masse, die intensiv nach p-Kresol roch; nur ganz vereinzelt 
sah ich zwischen diesen malzextraktéhnlichen Riickstiinden 
feine dunkelblaue Schlieren. Es handelte sich nun darum, diesen 
Riickstand zu reinigen. Dazu standen mir drei Methoden zur 
Vertiigung. 

1. Nach Wang mit Alkoholiitherwassermischung. 

Diese Methode fand ich nicht empfehlenswert. Wie es 
auch Salkowski bei seinen Versuchen beobachtet hat, 16st 
sich nicht nur die braune Harzmasse, sondern auch ein nicht 
unbetrachtlicher Teil des blauen Farbstoffes mit ab, der dann 
nur mit Verlusten wieder in heibem Chloroform lOsbar ist. 

2. Nach Ellinger!) mit heibem Wasser. 

Hierbei habe ich niemals ein LoslOsen beobachtet. Ich 
wusch solange, bis das Waschwasser mit Millonschem Reagens 
keine Fiarbung und mit bromwasser keine Triibung mehr gab. 

3. Nach Maillard.*?) Hierbei wird die Choroformlosung 
vor dem Abdestillieren mit 0,1°/oiger Natronlauge im Scheide- 
trichter geschiittelt und das abgetrennte Chloroform dann ab- 
destilliert. Dabei gehen die Phenolderivate groBtenteils in die 
Natronlauge tiber, denn der Destillationsriickstand ist nunmehr 
nur noch wenig verunreinigt. 

Versetzt man ihn nun mit 10 cem konzentrierter Schwefel- 
siiure zur Ubertiihrung in Indigosulfosiiure, so entsteht eine 
olivgriine Lésung, die mit der Zeit tief dunkelblau wird. Der 


*) Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. XLIL, 5. 236 ff. 
Ellinger, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII. 
*) Maillard, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 436. 
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Farbenwechsel entspricht vOllig dem bei der Bereitung von 
Indigosulfosiiure aus reinstem Indigo auftretenden. Die Schwefel- 
siiurelésung ich 24 Stunden stehen und gol} sie dann in 
ea. 50 cem destillierten Wassers, wobei eine schon blau gefiirbte 
Losung resultierte. Das 24stiindige Stehen ist empfehlenswerter 
als das kiirzere Digerieren auf dem Wasserbade; die Losung 
wird klarer. Die verdiinnte Sulfosiiurelosung ist stets rein blau, 
wenn die Reinigung nach Maillard durchgefiihrt ist, nach 
Ellinger ist oft ein olivgriiner Ton vorhanden. 

Als Titrationsfliissigkeit benutzte ich eine nach der Vor- 
schrift von Wang verdiinnte KMnO,-Losung, die ich auf Oxal- 
siiure stellte und fiir Indigo mit dem Faktor 1,04 multiplizierte. 
Eine Kontrollbestimmung mit reinstem Indigo (der mir von 
Bad. Anilin- und Sodafabriken bereitwilligst zur Verfiigung ge- 
stellt worden war) ergab keine Abweichung von diesem be- 
rechneten Werte. Was nun die Titration betrifft, so stieb sie 
insofern auf Schwierigkeiten, als nicht wie beim Menschen-, Hunde- 
und Rinderharn ein prompter Umschlag von blau zu gelblichweib 
erfolgte, sondern nach Zusatz einiger Kubikzentimeter die Losung 
gelbgriin wurde, um dann nach weiterem Zusatz von sehr viel Per- 
manganat schlieblich gelbrot zu werden. Es handelte sich darum, 
festzustellen, welcher Umschlag der richtige ist. Zu diesem 
Zwecke setzte sich zu 100 com normalen indikanfreien Harns, 
der wie zur Indikanbestimmung vorbereitet und gereinigt war, 
10 com der Indigosulfosiitureldsung von bekanntem Indigogehalt. 
Selim Umschlag zu gelbgriin war das dem Indigogehalt ent- 
sprechende Quantum PermanganatlOsung verbraucht, vermehrt 
um 1 cem, entsprechend 0,46 mg Indigo. Also zeigte dieser 
Umschlag ins Gelbgriine die Vollendung der Indigooxydation an. 
Der Mehrverbrauch ist auf Rechnung der nach der Reinigung 
noch zuriickgebliebenen reduzierenden aromatischen Substanzen 
zu setzen, die aber be! dieser geringen Menge ohne Fehler zu 
vernachliissigen sind. 

Die auBerdem vorgenommenen  Stickstoffbestimmungen 
werden nach Kjeldah! ausgefiihrt. Hinsichtlich der Bestimmung 
der Gesamtschwefelséure und Atherschwefelsiiure richtete ich 
mich nach der in dem «Praktikum» von E. Salkowski ge- 
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gebenen Vorschrift: die Mengen sind durchgiingig nicht als 
BaSO,, sondern als H,SO, angegeben. 


Es kam mir nun darauf an, festzustellen: 
lee 1. das Verhaltnis der eingegebenen Indolmenge zur Menge 


der ausgeschiedenen indigobildenden Substanz, 

2. das Verhiiltnis des eingegebenen Indols zur ausge- 
_schiedenen Atherschwefelsiiure, 

4. das Verhiltnis der ausgeschiedenen indigobildenden Sub- 
stanz resp. des Indigoblaus zur ausgeschiedenen Atherschwefel- 
saure, 

4. das Verhiiltnis der Sulfat- zur Atherschwefelsiiure. 
Betrachten wir zuerst das Ergebnis der einzelnen Ver- 


suchsperioden, die sich jeweils iiber zwei Tage erstreckten: 


| | ! 
Yer. Indol- (ie- A B 
suchs- | dener samt- |Sulfat-| Ather- A:B Bemerkungen 
periode| gabe MEMES mndigo| Indo! | H,SO, | H,SO, | H,SO, 
| cem ing jinmg!] in g ing | ing 
| | | | | | | | 
[} — | 780 |1017) 2.3400 — — | 1,0870, 1,0345) 0,0525 19,7 : 1 
| | ‘Die Atherschwefel- 
| | isaure konnte aus 
O14 530 |1016 3,096 | 18,05 161 1,125 | — | 
per 0s | | | | nicht bestimmt 
| | | werden. 
400 1022 8410 | 18,30 16.4 1,089 | 0,9908 10:1. 
per 0 | | 
IV| OL | 760 pene 3410 19.6) 174 (1,504 1,4143 0.0897 15,8: 
peros | 
Vi — | 680 1017 3,080 | — — — | 1,0720 1,0226 0,0494 20,7: 1 
VI} sub- | 740 2.300 34,4 29,8 | 1,0250 0,9361) 0.0889 10,5 1, 
| kutan | | 
VII} | 800 [1015 2,260 33,0 29,5 1,0908) 0.0882 12,3 : 1 
| kutan | | 
— | 480 1020 1,785 — — 1,0980. 1,0536) 0,0445 23.6 1 
Das Resultat dieser Versuche ist nunmehr folgendes: , 


Nach Einfiihrung von Indol tritt in dem sonst vollig 
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indikantreien Harn indigobildende Substanz auf. Zugieich erfolgt 
eine Vermehrung der Atherschwefelsiiure auf Kosten der Sulfat- 
schwefelsiiure. Von dem eingefiihrten Indol wird nur ein ge- 
ringer Teil als Indigo wieder ausgeschieden: bei Kinfiihrung in 
den Magen 16—17°/0, bei subkutaner Darreichung im Mittel 
30°/o: Wang hat fir den Hund bei Darreichung per os im 
Mittel 50°/o gefunden. Der Unterschied in der ausgeschiedenen 
Menge bei subkutaner Injektion und Darreichung per os beruht 
wohl darauf, dafi bei letzterer Methode das Indol liingere Zeit 
im Darmkanal bleibt und dort grobtenteils zerst6rt: wird; un- 
veriindertes Indol war in den Faeces nicht nachzuweisen. Aller- 
dings glaube ich nicht, dafi das Indol giinzlich zerstOrt wird, 
sondern dab es zum Teil in eine nahestehende zyklische Ver- 
bindung tibergeftihrt wird. Diese Annahme stiitze ich auf folgende 
Betrachtungen: 

Berechnen wir die zur Deckung des ausgeschiedenen Indigos 
notige Menge Atherschwefelsiiure, so finden wir, daB sie be- 
deutend kleiner ist als die tatsachlich vorhandene. 


Aus- | Ent- (iefundene | 
geschiedener| sprechende Ather-H,SO, 
Versuchsperiode | SO, ist also 
Indigo | H,SO, Vermehrung = dureh Indigo 
mg | mg mg _ gedeckt 
| | | 
| 1830 | 27,50 
0.1 ¢ Indol | | | 
per Os | 
IV | 19,62 14,51 40,9 33,4°/o 
| | 
VI | 3340 24,71 | 61,3 
Vil | 33.07 24.47 394 62,1°o 


Es sind also in dem Falle der geringsten Indigoausscheidung 
nur 27,5°/o der ausgeschiedenen Atherschwefelsiiure durch Indigo 
gedeckt, 72,5°/o miissen demnach mit anderen zyklischen Ver- 
bindungen gepaart den Organismus verlassen haben: in dem 
Falle der gréften Indigoausscheidung sind 61,3°/o der ausge- 
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schiedenen Atherschwefelsiiure durch Indigo gedeckt, 38,7 °/o 
sind also auch hier mit anderen Verbindungen gepaart.!) 

Ahnliche Verhiiltnisse hat Wang gefunden: «Die Indigo- 
menge ist aber nicht so grof> wie die der Atherschwefelsiuren, 
selbst wenn man die ganze Indigomenge als indoxylschwefel- 
saures Kalium betraehtet, was jedenfalls nicht richtig ist, indem 
auch eine andere indigobildende Substanz, welche aber keine 
Schwetelsiure abspaltet, vorhanden ist. Auber Indoxyl ist es 
also auch notwendig, eine Bildung von anderen Oxydations- 
produkten, welche kein Indigo liefern, sondern sich als gepaarte 
Schwefelsiiuren ausscheiden, anzunehmen.» Wang nimmt an, 
dal} sich vielleicht neben Indoxyl auch andere Oxydationsprodukte 
bilden, wie Oxindol, Dioxindol und Isatin: diese werden nicht 
als indigobildende Substanzen ausgeschieden. Dariiber, dab 
sie aber eine Vermehrung der Atherschwefelsiiuren bewirken, 
hat er sich durch Selbstversuche itiberzeugt. 

Auch ich vermag nicht sicher anzugeben, worauf dieser 
Uberschul) beruht: fiir nicht ganz ausgeschlossen halte ich es, 
dab ein Teil des zugefithrten Indols methyliert und so zu 
Skatol umgewandelt wird. Denn einmal wissen wir, dai dem 
Tierkérper die Fihigkeit’ zukommt, die Methylgruppe in ge- 
gebene Verbindungen einzufiihren, und dann bemerkte ich beim 
Kochen des Harns der Indolperioden mit Salzsiiure eine inten- 
sive Rotfiirbung. Ob diese eventuell auf Skatolrot) zuriickzu- 
fiihren ist, kann erst festgestellt werden, wenn wir iiber diesen 
Korper etwas Genaueres wissen. 

Was nun die Frage anbetrifft, wieviel von dem gegebenen 
Indol als schwefelsaure Verbindung ausgeschieden ist, so gibt 
dariiber folgende Tabelle Auskunft: 


' Korrigiert man diese Zahlen nach den Angaben von Ellinger, 
wonach nur &85%o des ausgeschiedenen Indikans durch die Titration be- 
stimmt werden, so werden diese angegebenen Werte kaum nennenswert 
veriindert; z. B. in Ill statt 183 mg 21,4 mg; in VI statt 33.4 mg 
39.3 me: auf die Berechnung des Schwefelséiureiiberschusses bleibt dies 
ohne jeden Finflufs. 
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Od ¢ per os Od ¢ subkutan 
Periode Ill IV VI 
Gepaarte Schwefelsiiure 98 2 89.7 88.9 88.2 
wiihrend der Indolgabe 
Gepaarte Schwelelsadiure 
ae 48.8 | 488 488 | 488 
(Mittel von 
3 Beobachtungen) 
Uberschuf der ge- in mg 
paarten Schwefelsiure 
Gepaarte Schwefelsiiure, 
die der Menge des zu- ' 
le ge des $3.9 83.9 83.0 
gefiihrten Indols g) 
entspricht | 
345mg 43mg | 438mg 44,5 mg 


Wir sehen also, dai zirka die Hiilfte des Indols gepaart 
mit Schwefelsiiure den Organismus verlibt. Uber den Verbleib 
der anderen Hiilfte vermag ich keine Angaben zu machen. 

Aus diesen Versuchen geht hervor: 

1. Im normalen Kaninehenharn ist keine indigobildende 
Substanz vorhanden, wie schon F. Blumenthal und C. Lewin!) 
u. a. nachgewiesen haben. 

2. Das gegebene Indol wird withrend zweimal 2% Stunden 
vollstiindig ausyveschieden. 

3. Es wird weniger Atherschwefelsiiure ausgeschieden, 
als dem gegebenen Indol entspricht, dagegen mehr, als durch 
den ausgeschiedenen Indigo zu Indigoiitherschwelelsiiure ge- 
bunden werden kann. 

4. Von dem gegebenen Indol wird bei subkutaner  In- 
jektion ca. 30° 0, bei Verfiitterung ca. 16°/o als indigobildende 
Substanz ausgeschieden. 

5. Die Bildung der Atherschwefelsiiure erfolgt auf Kosten 
der Sulfatschwefelsiiure. 


') Hofmeisters Beitriige zur chem. Phys. ete., Bd. I, 5. 472. 
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In gleicher Weise wollte ich nun das Verhalten von ein- 
gegebenem Skatol im Organismus priifen. Genau entsprechend 
der Anordnung der Indolversuche, gab ich dem Kaninchen in 
zweitiigigen Perioden je 0,1 g Skatol in Ol gelist ein, und 
zwar zweimal per os und zweimal subkutan. Leider war es 
mir aber nicht moglich, im Harn das Skatol resp. seinen Ab- 
kOmmling quantitativ zu bestimmen, da ich es nicht in eine 
der quantitativen Bestimmung zugiingige Form tiberzutiihren 
vermochte. Uber die Versuche, den Skatolfarbstoff zu isolieren, 
will ich spiiter sprechen und jetzt den einzigen mebbaren Effekt 
der Skatolfiitterung betrachten, die Anderung der Schwefel- 
siiureausscheidung. 

Auch hier handelt es sich um zweitigige Perioden, die 
sich im einzelnen folgendermaben verhalten: 


Skatol- | Hapn- Spez.| Ge- | Ge- A B 
Periode Ge- | Ssamt- | samt- |Sulfat- Ather- A:B 
elngabde ;menge N H,SO, H,SO, H,SO, 
g ecm ing | ing! ing 
— | 990 | 1012 2,993} 1,352 1,285, 0,067] 19,521 
II 840 | 1014 | 2,745] 1,179) 1,046/ 0,133) 7,9:1 
per Os | | | | 
| | | ! | 
930 1012 | 2,527) 1,077, 0.984, 0,093) 10,621 
per os | | | | | | 
IV — 64-1019 | 2,041 | 1,053 0,982 0,071) 13.821 
| 1014 | 2,017! 1,436} 1,301} 0,135| 9,6:1 
subkutan | | | | | | | 
| | | 
| 1016 | 1,533] 1,439! 1.335! 0.094 14,31 
subkutan | | } | 
| j | | | 
VII | 750 | 1016 | 1,474! 1,387) 0,087! 16.1:1 
| | | | | 


Die Schwefelsiitureausscheidung war in dieser Versuchs- 
reihe nicht anniihernd so gleichartig wie in der Indolversuchs- 
reihe. Wiihrend ich in den indolfreien Perioden fiir die Ge- 


an 
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samischwefelsiure 1,08, 1,07 und 1,09 g erhielt, waren die 
Werte fiir die skatolfreien Perioden 1.35, 1.05 und 1,38 g, 
also bedeutend schwankender; ebenso verhilt es sich mit den 
Werten fiir die Atherschwefelsiiuren dort: 0,052, 0,049 und 
0,044 2, hier 0,067, 0,071 und O,O87 g. Teh verzichte deshalb 
darauf, iiber die Vermehrung der Atherschwefelsiiuren im  ein- 
zelnen Betrachtungen anzustellen, denen jede positive Grund- 
lage fehlen wiirde, da ich aus so schwankenden Zahlen keinen 
normalen Durchschnittswert nehmen kann. 

Nur den Umstand moéchte ich hervorheben, dab niimlich 
die Atherschwefelsiiureausscheidung bei der Skatoleingabe anders 
verliituft als bei der Indoleingabe: wihrend wir dureh die Ein- 
fiihrung des Indols eine in den einzelnen Perioden gleichmiabig 
auftretende Vermehrung der Athersechwefelsiiuren beobachten, 
ist bei der Skatoldarreichung diese Vermehrung zuerst sehr 
bedeutend, um dann wieder bedeutend geringer zu werden. 
Ich mochte deshalb annelmen, dafi die Ausscheidung des Skatol- 
abkémmlings verschieden von der des Indolderivates ist. Nur 
der skatolfreie Organismus reagiert auf die Einfiithrung durch 
starke Schwefelsdéurevermehrung, der skatolgewOhnte hingegen 
entledigt sich des Stoffes auf andere Art, vielleicht durch Bildung 
von Glukuronsiiureverbindungen. 

Mester!) fand beim Hunde nach Skatolfiitterung tiber- 
haupt keine Vermehrung der Atherschwefelsiure; dafiir aber 
in den Faeces einen unveriinderten betriéchtlichen Teil des 
Skatols. Ich hingegen habe in den Faeces des Kaninchens 
nach der Skatolfiitterung durch Destillation im Dampfstrom 
kein Skatol nachweisen kénnen. 

Der Nachweis des Skatolderivates im Harn nach Skatolzufuhr 
geschieht bekanntlich analog der Indikanreaktion. Man versetzt den 
Harn mit Salzsiiure, dadurch entsteht eine purpurrote Farbung, die 
sich durch Amylalkohol extrahieren laBt. Weiter ist man im groBen 
ganzen bisher nicht gekommen. Porcher und Hervieux,*) 
die als letzte dariiber gearbeitet haben, indem sie Hunden und 
Ziegen Skatol einspritzten, sagen unter Beriicksichtigung der 

1) Mester, Diese Zeitschrift, Bd. XII, 5. 130. 

7) Porcher u. Hervieux, Contes rendus, Bd. CXXXVIII, 5. 1725. 
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friiheren Arbeiten:!) «Zur Hervorrufung der roten Firbung 
eignen sich alle Mineralsiiuren, am besten der Zusatz eines 
eleichen Volumens rauchender Salzsiiure: oxvdierende Mittel 
kOnnen leicht wieder etwas yon dem Farbstoff zerst6ren. Der 
Farbstoff wird extrahiert durch Amylaikohol und Amylacetat, 
nicht durch Ather, Petroliither, Benzol, Schwefelkohlenstoff und 
Chloroform. Der Amylalkoholauszug verliert durch Sodazusatz 
die Farbe, die durch Salzsiture wieder hervorgerufen wird. Aus 
dem Harn wird die Muttersubstanz des Farbstoffs durch neutrales 
Bleiacetat nicht gefiillt, dagegen fast giinzlich durch Quecksi!ber- 
nitrat und basisches Bleiacetat». Die beiden franzOsischen 
Autoren halten den Farbstoff fiir identisch oder nahe verwandt 
mit dem von Nencki und Rosin beschriebenen Urorosein. 

Ich versetzte nun den mit Essigsiure angesiiuerten Harn 
der Skatolperioden mit ca. 4/10 Volumen Bleiessig, filtrierte und 
mischte das Filtrat mit dem gleichen Volumen Salzsiiure. Die 
erst farblose oder schwach gelbliche Flissigkeit  fiirbte sich 
bald rot: die rote Fiirbung wurde im Verlauf einiger Stunden 
noch intensiver, zum Unterschied vom indikanhaltigen Harn, 
der beim Stehen mit Salzsiiture von der blaufarbung durch 
Zerstorung des Farbstolfes eimbtibt. Mit anderen Mineralsiiuren 
konnte ich auch diese Rotfirbung erreichen (Salpetersiiure im 
Uberschub aber zerstérte sie), dagegen nicht mit Essigsiiure. 
Zusatz von Eisenchlorid oder Chlorkalk veriinderte die Farbe 
nicht. Diese Harn-Salzsiiuremischung schiittelte ich mit Chioro- 
form: es ging kein Farbstoff iiber: ebensowenig in benzol, 
Ather und Petroliither. Dagegen vermochte ich den Farbstoff 
mit Amylalkohol giinzlich, mit Essigiither groBtenteils zu ex- 
trahieren. Verdiinnte ich die rote Lésung bis zur Rosafiirbung, so 
nahm der Essigiither keinen Farbstoff mehr auf. Dieses Extrakt 
wurde — ebenso wie die Harn-Salzsituremischung — durch 
Natronlauge entfiirbt: Zusatz von Salzsiiure bewirkte wieder Rot- 
firbung. Der amylalkoholische Auszug zeigte im Spektrum eine 
schwach angedeutete Linie mit unscharfen Konturen zwischen 

' Brieger, Berichte der chem. Gesellsch., Bd. XIII, 5. 279. 

; Diese Zeitschrift, Bd. IV, S. 414. 
Otto, Pfliigers Archiv, Bd. XXXII, 607. 
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D und FE, ebenso wie sie beim Urorosein beschrieben wird. 
Versuche, den Amylalkoholauszug einzuengen, blieben erfolglos, 
da sich jedesmal eine braune Schmiere bildete, die nichts mehr 
von den Kigenschaften der urspriinglichen Loésung zeigte. 

Auch bei dem normalen Kaninchenharn vermochte ich 
nach Fiillung mit Bleiessig und Zusatz von rauchender Saiz- 
siure eine Rotfiirbung zu erzielen, die alle oben erwiihnten 
Eigenschaften zeigte, nur weniger intensiv war und = daher 
nicht in Essigiither iiberging. 

Versetzte ich den in Wasser suspendierten Bleinieder- 
schlag mit Schwefelwasserstoff, so firbte sich das Filtrat nach 
Salzsiiurezusatz gleichfalls rot. Ein) beweis, dai die Mutter- 
substanz des Farbstoffs zum Teil in’ den - Bleiniederschlag, 
zum Teil in das Filtrat ging. 

Behandelte ich normalen Rinderharn, der besonders reich 
an Urorosein sein soll, auf die gleiche Weise, so erhielt ich 
dieselben Resultate wie beim Kaninchenharn: ich konnte keinen 
Unterschied im Verhalten dieses und des aus dem Harn des mit 
Skatol gefiitterten Kaninchens erhaltenen Farbstoffes feststellen. 

Da der Skatolfarbstoff in den Amylalkohol  tiberging, 
dieser Auszug aber beim Verdampfen seine Farbe verlor und 
sich offenbar tiefgehend veriinderte, so war eine quantitative 
Bestimmung analog der Indikanbestimmung unmoglich. Es 
wurde daher versucht, den Farbstoff bei Darreichung groberer 
Quantitiiten Skatol zu isolieren. 

Zu diesem Zwecke benutzte ich nach der Methode von 
EK. Fischer synthetisch dargestelltes Skatol, von dem ich 6 g 
zur Verfiigung hatte. Davon injizierte ich einem Hunde sub- 
kutan 3 2 in Ol gelist in 2 Tagen. Am 2. Tage ging der 
Hund an einer Pneumonie zugrunde, 10 Stunden nach der 
letzten Einspritzung. Ieh erhielt daher nur wenig Harn, im 
ganzen ca. 700 ecm. Von diesem Harn dampfte ich eine Portion 
unter Zusatz von rauchender Salzsiiure ein, loste den Riick- 
stand in Alkohol und filtrierte die braune Losung. Das Filtrat 
dampfte ich wieder ein: ich erhielt eine braune, stark aromatisch 
riechende Schmiere, die sich nicht vollig in Natronlauge loste und 
von roter Farbung nichts mehr erkennen lieb. Ich versuchte 
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dann bei einer anderen Portion auf folgende Weise zum 
Ziele zu gelangen. Ich versetzte den Harn mit ca. !/10 Vol. 
Bleiessig, filtrierte, entbleite das Filtrat mit H,S und _ setzte 
das gleiche Volumen rauchender Salzsiiure hinzu. Dann lief 
ich die Mischung 24 Stunden stehen, in der Erwartung, daf 
der Farbstoff spontan ausfallen wiirde. Nach dieser Zeit hatten 
sich aber nur so geringe Mengen eines schwarzroten Schlamms 
abgesetzt, dali sich die Verarbeitung nicht weiter lohnte. 

Da nun auch weder Otto?!) noch Mester?) (der von Mester 
gefundene Farbstoff lOst sich leicht in Chloroform und Ather, 
kann also keineswegs als Skatolrot angesprochen werden) mit 
ihren Methoden zum Ziele gekommen waren, so verfolgte ich 
einen ganz anderen Weg: Ich hatte beobachtet, daf bei der 
Schwefelsiiturebestimmung des Harns nach Skatolfiitterung der 
Baryumsulfatniederschlag intensiv rot gefarbt war und der rote 
Farbstoff sich gut mit Alkohol extrahieren lief, ebenso wie ja 
bekanntlich bei indikanreichen Harnen der betreffende Alkohol- 
auszug blau oder violett gefiirbt ist. Der alkoholische Auszug 
zeigte eine schOne purpurrote Fiarbung. Ich benutzte also den 
Harn, den ich von einem Hunde nach zwei Injektionen von 
je 1,5 g¢ Skatol erhielt, um ihn auf diese Weise zu behandeln. 

1700 cem Harn wurden mit 250 ecm rauchender Salzsaure 
bis zum Sieden erhitzt, darauf 200 ccm heiber Chlorbaryumloésung 
hinzugefiigt und das Ganze ca. 10 Minuten im Sieden gehalten. 
Die Mischung blieb 24 Stunden stehen, wurde dann filtriert; das 
rot gefiirbte Baryumsulfat wurde erst mit heibem Wasser, dann 
mit Alkohol ausgewaschen, bis der Alkohol sich nicht mehr 
fiirbte, der purpurrote alkoholische Auszug sodann zur Trockene 
eingedampft. Der Riickstand war lackartig gliinzend, von braun- 
roter Farbe, vodllig geruchlos; am oberen Rand der Schale 
hatte sich ein blauer Rand, wohl von Indigoblau, gebildet. 

Den Riickstand des Alkoholextraktes wusch ich mit Chloro- 
form: es liste sich zuerst der oben erwiihnte blaue Rand, so- 
dann gingen aber auch rote Partikel in Losung, so daf der 
Chloroformauszug schlieBlich tief rot gefiirbt war. Da ich aber 
aus dem indigofreien Kaninchenharn niemals etwas von dem 
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roten Farbstoff mit Chloroform extrahieren konnte, so nehme 
ich an, dafi die durch Chloroform gelésten Teile den Indigo- 
farbstoffen angehdren. Der Riickstand wurde sodann mit Aceton 
gewaschen. Auch hierin léste sich ein Teil davon aus, be- 
deutend mehr sogar als im Chloroform. Ich gof die rote Aceton- 
losung in eine Schale und lief das Aceton abdampfen. 

Nun hatte ich zwei Riickstinde: 

1. einen nur in Alkohol, 

2. einen in Alkohol und Aceton léslichen. 

Beide léste ich vollstiindig in verdiinnter Natronlauge und 
versetzte die Losung mit verdiinnter Salzsiiure bis zur Neu- 
tralisation, wobei sich in jeder der beiden Losungen ein braun- 
roter Farbstoff ausschied. Der Niederschlag wurde auf einer 
Nutsche abgesaugt und mit heiBem Wasser gewaschen, bis 
das Waschwasser keine Chlorreaktion mehr gab. Wihrend 
das Waschwasser von I ganz farblos blieb, war das von II, 
(das heibe leicht rosarot, das warme hellgelb) gefarbt, es war 
also etwas von dem Farbstoff in L6sung gegangen. Dann wurden 
beide Niederschliige im Vacuum iiber Chlorcalcium getrocknet. 

Sie verhielten sich folgendermaben: 


Nieder- Chloro-|. Amy!- 
Aussehen}| Alkohol | Aceton | Ather Kssigither, 
schlag form _ alkohol 
| Loslich mit 
‘Metallisch, | | 
purpurroter | Wenig Gréften- 
| glanzen- | | 
| Un- Un- | Un- | teils 
des, Im Spektrum) 
| ein undeut- | | 
| schwarz- lés- | lés- | mit hell- mit 
licher | 
| Violettes, schmaler | | braun 
ic lie ic yrauner 
| amorphes| Streifen lich | lich lich 
Pulver zwischen Farbe | 
| Farbe 
| Dundk 
Léslich mit | 
Metallisch geharlach- _Etwas | Nicht | Villig 
_glanzen-— roter Farbe. | lislich W; voll- | 
| ‘nek ie le | 
Spektrum kommen | l6slich 
Il. braun- ein Streifen | loslich | 
zwischen in | mit 
| rotes, DundE mit rot- | 
-oter | or | roter 
‘amorphes, und einer Alkohol) roter Ather gelber | 
| Pulver | zwischen Farbe | | Farbe | Farbe 
| Blau u. Griin | 
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Mit Zinkstaub erhitzt gab I einen intensiven Geruch nach 
Skatol, der sich durch wiederholtes Erhitzen derselben mini- 
malen Spur Ofters erzeugen lie}; dabei schied sich ein Oliger 
Tropfen ab, der beim Abkiihlen kristallinisch erstarrte und sich 
durch die bekannten Reakttonen als Skatol identifizieren lieb: 
Il dagegen gab einen schwachen Geruch, der nach einmaligem 
Erhitzen verschwunden war. Zu einer Elementaranalyse reichte 
leider das Material nicht, da ich nur eine Ausbeute von 0,13 g 
erhielt. 

Ich glaube nun den Farbstoff 1] mit gr6Bter Wahrscheinlich- 
keit als den eigentlichen Skatolfarbstoff ansprechen zu diirfen. 
Dab er tiberhaupt ein Skatolderivat ist, zeigt die Destillation 
mit Zinkstaub: auberdem ist er aber so weit isoliert, daf er 
praktisch nur noch in Alkohol léslich ist. Zudem zeigt er den- 
selben Absorptionstreifen wie das Urorosein; dai dieses aber 
ein Skatolderivat ist, ist nach den friiheren Erorterungen im 
hochsten Grade wahrscheinlich. 

Zum SchlufB bleibt mir noch die angenehme Pflicht, Herrn 
Geh. Rat Salkowski fiir die Anregung zu dieser Arbeit und 
fiir die Untersttitzung wiihrend ihres Verlaufes meinen auf- 
richtigen Dank auszusprechen, 
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Uber die chemische Veranderung der Leber bei der 
Phosphorvergiftung. 


Von 


Alfred J. Wakeman. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12, Miirz 1905. 


Wihrend man friher bei der Erérterung des tierischen 
Stoffwechsels die in den Geweben vorhandenen oder in der 
Nahrung zugefihrten Eiweibsubstanzen als ganze, ungeteilte 
Molekiile in die Rechnung einfiihrte, hat die neuere Eiweil- 
chemie eine andere Betrachtungsweise ermoglicht. Es ist mehr 
und mehr gelungen, die Zusammensetzung des Eiweibmolekiils 
aus einer gewissen Zahl von organischen Verbindungen zu er- 
kennen, die meistens zur Gruppe der Amidosiiuren gehoren. 
Diese Bestandteile besitzen in ihrem eigenen innern chemischen 
Gefiige eine bedeutende Festigkeit, sie losen sich unter der 
Wirkung verschiedener Krifte aus dem Verbande, der sie zum 
Proteinmolekiil vereinigt, als widerstandsfaihige Gruppen heraus. 
Es ist daher gerechtfertigt, mit ihnen als mit den Grundein- 
heiten des tierischen Stoffwechsels zu rechnen, und diese An- 
schauungsweise wird unzweifelhaft manche Vorteile darbieten. 
Sie ist um so mehr gerechtfertigt, als man diese Teile des 
Eiweibmolekiils auch wirklich in freiem Zustande in den Or- 
ganismen vorfindet, z. B. in den keimenden Samen der Pflanzen 
und im Verdauungstraktus der Tiere. Da diese «Bausteine des 
Eiweifimolekiils» sich unter einander durch ihre chemische 


") Vorliufige Mitteilung in der Berliner klinischen Wochenschrift, 
1904, Nr. 41. 
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Konstitution betrachtlich unterscheiden, so werden sie sich auch 
bei den physiologisch-chemischen Prozessen verschieden ver- 
halten. Von den verschiedenen Teilen des Eiweifmolekiils wird 
der eine leichter in dieses, der andere leichter in jenes Stoff- 
wechselprodukt tibergehen. 

Untersuchungen iiber die Beteiligung gewisser bestand- 
teile des Eiweibmolekiils an den Stoffwechselvorgangen werden 
zunichst hauptsichlich darin bestehen, dafi man ihre Ver- 
mehrung oder Verminderung unter bestimmten physiologischen 
oder pathologischen Bedingungen feststellt. 

Solche Feststellungen sind durch die neueren Arbeiten 
auf dem Gebiete der Eiweifichemie ermoéglicht, welche uns fiir 
gewisse Glieder des Eiweibmolekiils, z. B. Histidin, Arginin, 
Lysin, Glykokoll und ‘Tyrosin, hinreichende quantitative Be- 
stimmungsmethoden gegeben haben. 

Auf Veranlassung des Herrn Professor A. Kossel habe 
ich einige vergleichende Bestimmungen dieser Art ausgefiilirt, 
die sich freilich zuniichst auf ein kleines Gebiet beschriinken 
muften, Ich untersuchte die Mengen bestimmter im Ejiweif 
enthaltener Atomgruppen, indem ich zuniachst ganz davon ab- 
sah, in welchem chemischen Zusammenhang die untersuchten 
Atomgruppen vorliegen, ob sie diesem oder jenem Eiweibkorper, 
diesem oder jenem morphotischen bestandteil der Zelle an- 
gehoren. Als Objekt der Analysen wurde Histidin, Arginin und 
Lysin ausgewihlt, weil diese sich nach den Methoden von 
A. Kossel und seinen Mitarbeitern ziemlich leicht und genau 
bestimmen lassen, 

Die Bestimmungen wurden an der Leber von Hunden 
ausgefiihrt und zwar einerseits im normalen Zustand dieses 
Organs, andererseits nachdem durch subakute Phosphorver- 
giftung ein ZerstOrungsprozeb eingeleitet war. handelte 
sich also um die Frage, wie verhalten sich die genannten Be- 
standteile der Eiweibkérper bei einer krankhaften Veriinderung, 
die nach Ausweis schon der alteren von Frerichs und Sti- 
deler gemachten Beobachtungen zu einer teilweisen Aufspaltung 
des Zelleneiweibes fiihrt. Werden die genannten Basen schneller 
oder langsamer fortgeschafft als die iibrigen Teile des Eiweib- 
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molekiils ? Sind sie vorwiegend in denjenigen Teilen der Zelle 
lokalisiert, welche bei diesen Prozessen zuerst angegriffen und 
aufgelést werden? Die folgenden Untersuchungen zeigen, dab 
dies letztere in der Tat der Fall ist. 


Versuchsanordnung. 


Fiir die Versuche dienten 5 Hunde mittlerer Grobe, deren 
zwei (Nr. UI und IV) im Laufe von 14 Tagen bis 3 Wochen 
durch subkutane Injektion von Phosphorol vergiftet: wurden. 

Der Hund Nr. Ill erhielt am 13., 14., 15., 20. und 28. Juni, 
ferner am 1., 4., 6. und 9. Juli eine subkutane Injektion von 
Q,5 ccm einer ziemlich starken Lésung von Phosphor in Olivenol, 
am 11. VII. 0,6 cem, am 12. VIL. 0,7 ccm, am 14. VII. 0,7 cem, 
am 15. VII. 0,8 cem. An diesem Tage traten Vergiftungs- 
symptome deutlich hervor. Am 16. Juli wurde das Tier durch 
Verbluten get6tet. Der Hund hatte an Koérpergewicht von 10 kg 
auf 8.3 kg abgenommen. Deutliche Fettleber. 

Hund Nr. V erhielt am 6., 8., 10., 11., 15. und 14. Juni 
subkutane Injektionen von 0,5 ccm Phosphorol.  Deutliche 
Wirkung (Depression, kein Appetit, Diarrhde) am 14. VI. Plotz- 
licher Tod am 17. VI. Die Leber wurde eine halbe Stunde 
nach dem Tode mit gutem Erfolge mit 5 Liter Ringerscher 
Losung durchspiilt. Deutliche Fettleber. Das Gewicht des Tieres 
hatte wiihrend der Vergiftungsperiode von 10,5 kg auf 8,9 kg 
abgenommen. 

Sowohl die vergifteten wie die normalen Tiere wurden, 
mit Ausnahme von Nr. V, durch Verbluten getétet. Da es 
moglich erschien, der Blutgehalt der Leber einen Einfluf 
auf die gefundenen Werte der Hexonbasen ausiibte, wusch ich 
in einzelnen Fiillen (Nr. IV und V) die Leber blutfrei. Wahrend 
das Tier Nr. IV durch die Carotis verblutete, wurde eine stetige 
Injektion warmer Ringerscher Loésung in die Vena jugularis 
gemacht und auf diese Weise mit Hilfe der Herztitigkeit des 
Tieres, die bekanntlich unter diesen Umstiinden ziemlich lange 
erhalten bleibt, das Blut gréBtenteils aus den Gefiiben heraus- 
vetrieben. 


Hoppe-seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. 
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Die Leber wurde in allen Fiillen zerkleinert, ein kleiner 
Teil zur Bestimmung des Wasser- und Stickstoffgehaltes ent- 
nommen und die Hauptmenge durch Kochen mit Schwefelsiiure 
zerlegt. Hierbei schied sich ein unlodslicher fettiger Riickstand 
aus, dessen Stickstoffgehalt festgestellt und dem in der Losung 
vorhandenen Stickstoff hinzu addiert wurde.!) Das Filtrat, in 
welchem simtliche losliche, durch die Spaltung der Leber- 
substanz enthaltene Stoffe vorhanden waren, wurde nun nach 
den von A. Kossel und F. Kutscher?) beschriebenen Methoden 
(mit der Modifikation von A. Kossel und A. J. Patten) 
verarbeitet, 


Die Resultate sind in den folgenden Tabellen zusammen- 
gestellt. 


Tabelle 


Trocken- | Stick- | Stickstoff der Basen] Stickstoff der 


Ver- stolf- Basen in Pr 
isen in Pro- 
wicht} SU!stanz in 100 Teilen des Be- 
suchs- in 100 Jin 100] Ce nten des 
der | cilen dest Teilen | ‘CuCHten Gewehes | Gesamtstickstoffs 
im mm im 1m Im 
mer Organs Jzewebes : | Histi- 
g Arginin Histidin Lysin JArginin Lysin 


I. 370 | 22 O.1694 8.982 2.0707 4.576 Leber blut- 
haltig 


| 4357) 28.50 11.28] 0.3295 0.0774 0.1762] 10.25 2.40% Leber blit- 


haltig 

: 26.74 7.4 | OO99L 0.0355 0.0759) 5.046 1,809 3,868) tung. Leber 
bluthaltig 
l\ 22.59 12. 0.2458 0.0673 103 8.720 2,388 3.912 Lever ausge- 

waschen 


V. | 2607) 21.90 OO7L7 00217 O0469) 4.143 1,256 2,710 Leber 


ausgewaschen 


', Die Menge dieses in der unléslichen Substanz enthaltenen Stick- 


stoffs war in allen Fiéllen sehr gering. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 165. 
Diese Zeitschrift, Bd. XXXVILI, S. 39. 
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Tabelle IL 


In 100 ¢ trocknen Lebergewebes: 


| 
Arginin ing | Histidining Lysin in g | 
nummer | | 
i 
3,22 O88 | 2.93 Normal 
Il. 3.59 | 1,00 3,22 Normal 
- - - - 
I. 115 | £09 1,48 Phosphorvergiftung 
53.38 | 1,10 | 2.55 Normal 
1020 0.366 112 | Phosphorvergiftung 


Ks ergibt sich aus diesen Zahlen folgendes: 


lL. Die Lebersubstanz wird wiihrend der Phosphorver- 
eiftung prozentisch armer an Stickstoff. 

2. Unter dem Einflub der Phosphorvergiftung nimmt die 
Menge des Arginins, Histidins und Lysins ab. Diese Annahme 
ist bemerkbar, wenn man die Menge des Basenstickstoffs auf 
das feuchte Organ bezieht (s. Tabelle 1). Ebenso deutlich tritt 
sie in Tabelle [| hervor, in welcher das Gewichtsverhiiltnis der 
Basen zum trockenen Lebergewebe dargestellt ist. 

3. Die Menge des in den genannten Basen enthaltenen 
Stickstofis nimmt im Vergleich zum gesamten Stickstoff der 
Leber bei der Phosphorvergiftung ab. 

Die Hexonbasen werden also leichter als andere stick- 
stoffhaltige Gruppen durch die der Vergiftung folgenden Auf- 
lOsungsprozesse fortgeschafit. 

Durch diese Untersuchungen wird zum erstenmal auf 
sicherer chemischer Grundlage festgestellt, in welcher Weise 
sich der Abbau der grofen als «Eiweib» bezeichneten Kom- 
plexe in dem der Degeneration anheimfallenden Gewebe vollzieht. 

Der stickstoffreichste Teil des Eiweifimolekiils ist) unter 
den von mir untersuchten Bedingungen der labilste. Dieser wird 
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infolge der durch Phosphorvergiftung veranlafiten Zersetzungs- 
vorgiinge zuniichst fortgeschafft und es bleibt ein Rest, der 
iirmer an Stickstoff und an Basen ist. 


_ Diese Resultate miissen die Anregung geben, auch andere 
we degenerative Vorgiinge in den Geweben in gleicher Weise zu 


untersuchen. In manchen Fiillen wird man voraussichtlich den 
gleichen Verlauf des Eiweibzerfalls feststellen kOnnen. 
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Uber die Verteilung des Stickstoffs in der Leber des Stérs. 


Von 


A. J. Wakeman. 


(Aus dem physiologischen Institut in Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12, Marz 1905.) 


Im Anschluf an die vorhergehende Untersuchung fihrte 
ich eine Analyse der Leber eines Knorpelfisches aus, als Bei- 
trag zu der Frage, inwiefern die Verteilung des Stickstoffs auf 
die verschiedenen Bausteine des Eiweibmolekiils fiir ein be- 
stimmtes Organ durch die ganze Tierreihe hindurch als eine 
konstante angesehen werden mub. 

Ich verglich die Leber des Stérs mit der des Hundes, 
indem ich in ersterem Organ die Menge des Hexonbasenstick- 
stoffs im Verhiiltnis zum Gesamtstickstoff der Leber bestimmte 
und diese Zahlen den in der vorigen Abhandlung am normalen 
Hund gewonnenen Analysenergebnissen gegeniiberstellte. 

Die folgende Tabelle zeigt das Hesultat. Selbstverstiand- 
lich kommt das Ergebnis am reinsten zum Ausdruck in der- 
jenigen Reihe, welche die fettgedruckten Zahlen enthiilt. 


Trocken- a Stickstoff der Basen] Menge der Basen 
substanz in Prozenten des } bezogenauf 100 Teile 
Teilen Gesamtstickstoffs trockenen Gewebes 
Teilen des] trocek 
Leber- im im im 
gewebes] Arginin | Histidin, Lysin 


Gewebes Arginin Histidin Lysin 


Hund, Mittel | | | 

von I, IV | 27,07 | 11,77] 9,32 2,291 4,757] 3.40 | 0,99 
| 
| | 


(s, vorhergehende 
Mitteilung) 


Stér 28,84 | 7,07) 6,776 1,757 4,053] 149 046 149 

Die Menge des Hexonbasenstickstoffs ist zwar in der Leber 
des Stérs etwas geringer als in der des Hundes, doch fillt 
diese Differenz beim Histidin und Lysin wohl noch in die Fehler- 
grenzen, auch beim Arginin ist sie nicht erheblich. Dies Re- 
sultat erscheint um so bemerkenswerter, wenn man die groben 
Verschiedenheiten in bezug auf den Hexonbasengehalt in Be- 
tracht zieht, die bei verschiedenen Eiweibkorpern gefunden sind. 


2,90 
| 
: 


Weitere Beitrage zum System der einfachsten EiweiBkorper. ') 
Von 


A. Kossel und H. D. Dakin. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Heidelberg.) 


I. Uber das Sturin. 


Von den Bausteinen der komplizierteren Eiweibkorper 
konnten bisher die folgenden in den Protaminen nachgewiesen 
werden: Arginin, Histidin, Lysin, Alanin, Serin, Amidovalerian- 
siure, Prolin, Tyrosin und Tryptophan. Die zweibasischen 
Mono- und Diamidosiuren sind in diesen einfacheren Eiweil- 
komplexen tiberhaupt noch nicht aufgefunden worden, von den 
einbasischen Monoamidosiuren fehlten bisher das Leucin und 
die Phenylamidopropionsiiure, ferner sind noch nicht nach- 
gewlesen: Oxypyrrolidinkarbonsiure, Cystin und die neueren 
von Skraup besehriebenen Eiweibderivate. Auffallend war 
besonders das Fehlen des Leucins, einer Amidosiiure, die in 
so groben Mengen in den typischen Eiweifkorpern vorkommt. 
Die folgenden Untersuchungen fiillen diese Liicke aus. Ein 
KOrper von der Zusammensetzung des Leucins findet sich im 
Sturin. Hingegen konnten wir im Sturin andere Atomgruppen 
nicht nachweisen, die sonst in den einfacheren Eiweibkorpern 
in weiter Verbreitung gefunden werden: die Amidovalerian- 
siture und das Prolin. 

Wir untersuchten zwei Priiparate des Sturins, deren 
eines (A) mit Hilfe des Silberbarytverfahrens ?) gereinigt worden 


') Vorliufige Mitteilung in der Berliner Klinischen Wochenschrift, 
1904, Nr. 14. 
cf. Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 311 u. 565; Bd. XLT S. 407, 
*) Durch dies von A. Kossel urspriinglich zur Darstellung des 
Arginins angegebene Fiillungsverfahren werden auch Protone (cf. Diese 
Zeitschrift, Bd. XLIL, S. 185), Protamine und iihnhiche Stoffe gefiillt. 
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war, wihrend bei der Darstellung des Priiparats B die alte, 
friher beschriebene Reinigungsmethode gedient hatte. 

Priiparat A. Eine etwa 28—30 ¢ Sturin entsprechende 
Menge des Sulfats wurde mit Schwefelsiiure in den friiher an- 
gewandten Mengenverhiiltnissen 6 Stunden am Riickflubkiihler 
vekocht, hierauf soweit verdiinnt, dab die Menge der Schwefel- 
sdure 5°/o betrug, und mit Phosphorwolframsiiure gefillt. 

Aus dem Niederschlag isolierten wir <Arginin, Histidin 
und Lysin. Die Argininfraktion wurde nach dem Verfahren 
von Steudel mit Pikrolonsiiure ausgefillt und nach Kutscher 
und Otori auf Guanidin') untersucht, doch war kein Guanidin 
nachzuweisen. Das Filtrat wurde durch iiberschiissigen Baryt 
in bekannter Weise von Phosphorwolframsiiure befreit, der 
UberschuB des Baryts genau mit Schwefelsiiure entfernt, ein- 
gedampft und der Riickstand mit absolutem Alkohol °/4 Stunde 
am Riickflubkiihler gekocht. Nach dem Verdunsten des Al- 
kohols hinterblieb ein geringer sirupOser Riickstand von saurer 
Reaktion, den wir vergebens auf a-Pyrrolidinkarbonsiiure unter- 
sucht haben. Der in Athylalkohol unlésliche Teil ging beim 
Kochen mit Methylalkohol zum gréBeren Teil in Losung. Der 
ungeléste Teil war an Menge gering und lief sich nicht mehr 
in bekannte Korper aufteilen. Durch fraktionierte Kristallisa- 
tion aus Wasser und wiisserigem Alkohol konnten wir aus dem 
lslichen Teil gut kristallisierte Korper von den Eigenschaften 
der Monoamidosiiuren gewinnen. 

Der am schwersten lésliche Anteil gab nach wiederholtem 
Umkristallisieren folgende mit dem Leucin tberstimmende 
Analysenzahlen. 


Gefunden: Berechnet fiir C,H,,NO, : 
C = 54,96 Jo 
H= 9,97" 9.92 


Kine andere Fraktion gab die Zahlen des Alanins. 


Gefunden: Berechnet fiir C,sH,NO,: 
C = 40,43% 40,45" 
= 7,67 °/0 7,86 °/0 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 458. 


A. Kossel und H. D. Dakin, 


Eine dritte Fraktion gab Werte, welche zwischen den 
beiden eben angefiihrten lagen. 


Gefunden: Berechnet 
fir C,H,NO,: fiir C,H,,NO,: 
C = 42,53 % 40,45 %o 54,96 
H = 7,862) 9,92 °/o 


Hier lag offenbar eine Mischung von wenig Leucin und 
viel Alanin vor. 

Selbstverstiindlich kann durch eine derartige Untersuchung 
die Moglichkeit nicht ausgeschlossen werden, dali neben diesen 
Amidosiiuren der Reihe C Ho,4;NO, noch andere Spaltungs- 
produkte entstanden waren, doch halten wir die Gegenwart 
der Amidovaleriansiiure und des Serins, die bei dem bisher unter- 
suchten Protamin stets zu finden waren, fiir unwahrscheinlich. 

Priiparat b. Zu dem gleichen Ergebnis fiihrte die Unter- 
suchung des zweiten Sturinpriiparates. Hier war nicht nur 
die Darstellungsweise des Ausgangsproduktes, sondern auch die 
Methode der Untersuchung eine andere, da wir in diesem Falle 
die Destillation der Ester nach E. Fischer zur Trennung der 
Amidosiituren benutzten. Das durch Schwefelsiiure hydrolysierte 
Produkt wurde mit Phosphorwolframsiiure gefillt, das Filtrat 
nach Entfernung der Phosphorwolframsiiure, wie beim Priiparat A, 
mit Alkohol extrahiert. In diesem Falle ging nur eine sehr 
geringe, zur Untersuchung nicht ausreichende Substanzmenge 
in den Alkohol, das Prolin war also auch hier nicht zu finden. 

Der in Alkohol unlésliche Teil wurde verestert und bei 
einem Druck von ungefiihr 18 mm Quecksilber in zwei Frak- 
tionen destilliert. Der unter 55° destillierende Anteil lieferte 
nach der Verseifung ein Produkt, welches nach dem Um- 
kristallisieren aus Alkohol die dem = Alanin entsprechenden 
Werte ergab. 


Gefunden: Berechnet fiir C,H,NO, : 
C = 40,45 °/0 
H = 7,67°/o 7,86 


Die zwischen 55 und 100° iibergehende Fraktion enthielt 
einen KOrper, dessen Analyse nach der Verseifung zu den 
Zahlen des Leucins fiihrte. 
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Gefunden : Berechnet fiir C,H,,NO,: 
9920, 


II. Uber das Scombrin. 


Das Secombrin nimmt ein besonderes Interesse in Anspruch, 
weil es nach unseren Untersuchungen als die einfachste bisher 
bekannte eiweiBartige Substanz gelten mul. stellt 
Kombination von Arginin mit Prolin und Alanin dar. 

Wir unterwarfen 27 g Scombrinsulfat, welches nach dem 
friiheren Verfahren aus den Testikeln der Makrele gewonnen 
war, der Hydrolyse mit Schwefelsiiure und fiillten die passend 
verdiinnte Reaktionsfliissigkeit mit Phosphorwolframsaure. Das 
Filtrat dieses Niederschlages, der das Arginin enthielt, wurde 
durch Baryt von der Phosphorwolframsiiure befreit und der 
Baryt durch die genau entsprechende Menge Schwefelsiiure 
entfernt. Der beim Eindampfen verbleibende Riickstand wurde 
bei gewdhnlicher Temperatur§ mit absolutem  Athylalkohol 
extrahiert, das Alkoholextrakt zur Trockne verdunstet und der 
Riickstand nochmals mit absolutem Alkohol aufgenommen. 

Das Alkoholextrakt wurde in bekannter Weise in die 
Phenyleyanatverbindung iibergefiihrt und diese in das Hydantoin 
verwandelt. Dasselbe erwies sich als identisch mit dem Phenyl- 
hydantoin des Prolins. Sein Schmelzpunkt lag bei 142°, 
KE. Fischer hat 143° angegeben. 

Die Analyse ergab: 


Gefunden : Berechnet fiir C,,H,,N,0, : 
C — 66,51 66,67 
H = 5,95°%o 5,56 


Der in Athylalkohol unlésliche Teil war in 50° Teilen 
Methylalkohol véllig lésheh. Hieraus muften wir nach unseren 
friiheren Erfahrungen') aur die Abwesenheit des Serins schlieben. 
Der nach dem Verdunsten des Methylalkohols verbleibende 
Riickstand wurde nach dem Verfahren von E. Fischer ver- 
estert und der Ester be: 18 mm Quecksiilberdruck destilliert. 
Die erste Fraktion ging bei etwa 55° iiber, dann wurde eine 


') Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 566. 
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zweite Fraktion zwischen 55 und 80° gewonnen, tiber 80° 
destillierte nur eine geringe Spur. 

Die beiden Fraktionen wurden jede fiir sich mit Wasser 
verseift und die bei der Hydrolyse erhaltenen Amidosiiuren 
aus verdiinntem Alkohol umkristallisiert. Die Analyse gab in 
beiden Fiéillen die Zahlen des Alanins. 


Gefunden Berechnet 
Fraktion [: Fraktion IL: fiir C,H,NO,: 
C = 40,640 40,46 40.45 ° 0 
7,42 °/0 742°) 0 7.86%) 0 


Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dab bei dem 
Scombrin relativ. giinstige Verhéltnisse fiir eine quantitative 
Bestimmung der Spaltungsprodukte gegeben sind. Versuche 
in dieser Richtung sind im hiesigen Institut bereits in Angriff 
genommen, 
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Einige Bemerkungen iiber die Bildung der Protamine im Tierkorper. 
Von 


A. Kossel. 


Genauere Untersuchungen tiber die Spaltungsprodukte sind 
bisher bet folgenden Protaminen ausgefiihrt worden: Salmin, 
Clupein, Scombrin und Sturin; unvollstindig bekannt sind: 
Cyclopterin und die Cyprinine. Alle stellen Kombinationen ver- 
schiedener Bausteine des Eiweifimolekiils dar und zwar. sind 
diese organischen Gruppen offenbar ebenso wie im EiweiBb- 
molekiil miteinander verbunden. Die allen Eiweibkorpern eigene 
Biuretreaktion findet sich auch bei den Protaminen. Der einfachste 
KOrper ist das Scombrin mit 4 Gruppen, das Salmin enthalt 5, 
das Clupein und Sturin je 6 Gruppen. Folgende Tabelle gibt 
eine Ubersicht iiber den heutigen Stand unserer Kenntnisse. 


aeCypri- B-Cypri- 

| brin min pein term nin nin 
Alanin .. ee + + 2 2 
Amidovaleriansiiure . . .. O +) O |  »? 
Diamidocapronsiiure (Lysin) . .| 0 0 +! O 
a-Pyrrolidinkarbonsiiure . . + + 0 | ? | ? 
Tryptophan... O | + 0 | O 


| | | | 

Nachdem wir den chemischen Bau einer gewissen Anzahl 
von Protaminen in seinen Grundziigen festgestellt und den Zu- 
sammenhang dieser Kérpergruppe mit den typischen Eiweif- 
korpern nither definiert haben, ist die Méglichkeit gegeben, be- 
stimmte Vorstellungen iiber ihre Entstehung zu gewinnen. Ver- 
mutungen tiber diesen Prozef sind bereits friiher von anderen 
Autoren mehrfach ausgesprochen worden,!) doch  konnten 


') z B. Ehrstrém, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIT, S. 351 (1901). 
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dieselben ohne die Kenntnis der das Protamin konstituierenden 
Atomgruppen keine feste Gestalt gewinnen. 

Es ist nicht ausgeschlossen, dafi die Atomgruppen, aus 
denen das Protamin zusammengesetzt ist, wihrend der Reifezeit 
des Testikels durch einen synthetischen ProzeB gebildet werden. 
Dieser Vorgang wiirde ein Analogon finden in der von A. Kossel!) 
und M. Tichomiroff?) beobachteten bildung der Purinkdrper 
in dem Hiihner- und Insektenei. 

Khe man aber eine solehe Annahne macht, wird man die 
Frage in Erwiigung ziehen miissen, ob nicht die Bausteine des 
Protamins schon fertig vorliegen und dem wiahrend der Zeit 
der Samenreifung zersetzten Eiweib entnommen werden koOnnen. 
Kine Uberschlagsrechnung ergibt, daB dies in der Tat moglich 
ist. Bekanntlich nimmt der Rheinlachs wiithrend der Zeit der 
Testikelreiftung keine Nahrung zu sich und entnimmt = dies 
Material fiir das Sperma dem Korper, wesentlich den Muskeln. 
Das withrend dieser Periode zersetzte Muskeleiweib geniigt voliauf, 
um das in der Testikelsubstanz aufgespeicherte Arginin zu liefern. 

Da das Protamin etwa 6°/o der reifen Testikel und diese 
etwa 5°,o der Korpersubstanz ausmachen,*) so wtirde ein Lachs, 
dessen Gewicht zur Laichzeit 9 Kilo betriigt, in seinen Testikeln 
etwa 27 ¢ Protamin mit 22,8 ¢ Arginin enthalten. 

Nach meinen neueren Untersuchungen liefert das Myosin 
des Kaninchenmuskels etwa 7,1°/o Arginin und bei 47° 
gerinnende Musculin ungefiihr die gleiche Menge. Wenn es 
also zuliissig ist, die Eiweifkorper der Fischmuskein in dieser 
Hinsicht denen des Siiugetiermuskels gleich zu setzen, so kann 
das gesamte Arginin in den Testikeln dieses Fisches aus 321 g 
Muskeleiwei} hervorgehen. Aus den Angaben und Berechnungen 
Mieschers ist leicht ersichtlich, daB von einem miinniichen 
Lachs mit dem angeftihrten Endgewicht wiihrend der Periode der 
Testikelbildung weit mehr als diese Eiweibmenge zersetzt wird.*) 


') Diese Zeitschrift, Bd. X, S. 249. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. IX, S. 518. 

Vergl. Miescher, Die histochemischen physiologischen 
Arbeiten, S. 172. 

‘) F. Miescher, Lc. 5S. 147. 
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Die Protaminbildung kann also in der Weise vor. sich 
gehn, dab ein Teil der Bausteine das Eiweifmolekiil und zwar 
die stickstoffarmeren herausgelist und zersetzt werden, withrend 
ein arginin- oder basenreicher Rest zuriickbleibt. Bei dieser 
Umbildung nimmt die Mannigfaltigkeit in der Zusammensetzung 
des Eiweibmolekiils ab, aber es tritt eine eigentiimliche Grup- 
plerung von N und C hervor, welche im Zellkern entwicklungs- 
fihiger Zellen stets angetroffen wird. 

Meine friiheren Untersuchungen haben gezeigt, aus welchen 
organischen Atomgruppen sich das Nucleinsiiuremolekiil zu- 
sammensetzt. Neben einem Kohlehydratkomplex finden wir hier 
zwel Gruppen stickstoffreicher heterozyklischer Verbindungen: 
die Alloxurbasen und die einfachen Pyrimidinverbindungen. 
Ebenso wie diese Bestandteile der Nucleine zeichnen sich auch 
die Bausteine der Protamine durch den Reichtum an Stickstoit 
aus. In den Nucleinsiiuren ebenso wie in den Protaminen finden 
wir Atomgruppen, die GC und N in abwechselnder Anordnung 
enthalten. 


Atomgruppierung im: 


Imidazolring Pyrimidinring Arginin 
N—C N—C N 
| | | 

C C C C—N 
| 
N—C N—C N 
(In den Alloxurbasen, (In den Alloxurbasen, | 
wahrscheinlich auch ferner im Uracil, 1 

im Histidin.) 4) Thymin, Cytosin.) 


Hier zeigt sich eine chemische Eigentiimlichkeit 
desjenigenTeils vomProtoplasma, welcher die Prozesse 
der Fortpflanzung oder der Neubildung organischer 
Substanz vollzieht. 

Ebenso wie die Geschlechtszelie im Gegensatz zu den mit 
mancherlei anderen Funktionen betrauten und zum Teil hoch 
differenzierten Gewebszellen als ein einfacheres morphologisches 
Gebilde erscheint, so ist auch das Eiweif in den von uns unter- 
suchten miinnlichen Geschlechtszellen der Fische vereinfacht 


1) Pauly, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 8. 508. 
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worden, indem es bis auf die stickstoffreichen Protoukerne ab- 
eebaut worden ist. Die langen Kohlenstolfketten der Monoamido- 
situren, die quantitativ. so wesentlich am Aufbau der kompli- 
zierteren Kiweibkorper beteiligt sind, dab sie hier als Haupt- 
sache imponieren, sind zum grofen Teil verschwunden. 

Diese den Reifungsvorgang begleitende Umbildung geht 
bei den verschiedenen Familien der Fische in verschiedenartiger 
Weise vor sich, bald bleiben diese, bald jene Gruppen neben 
dem Arginin zuriick. Beim Salmin geht diese Abspaltung soweit, 
dali auf je 2 Molekiile Arginin nur etwa_ ein Molekiil einer 
anderen Atomgruppe (Serin, Amidovaleriansiiure, Prolin) zu- 
riick bleibt. 4) 

Fir das Prinzip dieser Auffassung ist es nicht notwendig, 
anzunehmen, das Protamin als Ganzes aus dem Eiweil 
herausgelOst wird. Man wird es sogar als wahrscheinlicher 
bezeichnen miissen, dab das Protamin aus Bruchstiicken des 
Kiweibmolektils, z. Bb. aus protonartigen Komplexen, zusammen- 
vefiigt wird, die beim Abbau des Eiweibmolekiils entstehen. 
Wenn das Protamin einem derartigen Abbau seine Entstehune 
verdankt, so darf man wohl erwarten, Zwischenstufen zwischen 
dem urspriinglichen Eiweii und dem Protamin anzutreffen. Durch 
die von mir in Gemeinschaft mit F. Kutscher ausgefithrten 
Untersuchungen?) wird man auf die Histone als auf Vorstufen 
der Protamine hingewiesen. Unsere Analysen haben gezeigt, 
dali beide WKorperklassen durch ihren Reichtum Arginin 
vekennzeichnet sind, dab beide in ihrem chemischen Aufbau 
nach derselben Richtung hin vom typischen Eiweib abweichen, 
beim Histon ist aber diese Abweichung eine geringere als beim 
Protamin. Diese Feststellung mubte schon damals ohne weiteres 
dazu fiihren, die Histone als Ubergangsglieder bei der Protamin- 
bildung aus Eiweil anzusehen. Dieser Auffassung entspricht 
auch die von uns und von Ehrstrém?) festgestellte Tatsache, 
dah das Protamin im Sperma der Gadiden durch Histon ersetzt 
ist. Hier bleibt der von mir angenommene Prozel der Aus- 


1 A. Kossel und H. D. Dakin, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, 5. 414. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, 5. 165 (1900). 
Ehrstrom, |. c¢. 
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stoHung von Amidosituren gewissermaben auf halbem Wege 
stehen. Im Molekiil des Spermahistons ist soviel von den nicht 
basischen Gruppen zuriickgeblieben, dal das Ganze noch die 
Kennzeichen der komplizierteren EiweibkoOrper triigt. 

Vielleicht kOnnen auch die am unreifen Testikel erhobenen 
Befunde in diesem Sinne gedeutet werden. Nachdem ich das 
Histon im Jahre 188% in den Kernen der Vogelbluterythrocyten 
aufgefunden hatte,!) mute die Frage aufgeworfen werden, ob 
nicht auch in anderen kernreichen Organen in Verbindung mit 
Nucleinséure histonartige Stoffe anzutreffen sind. Solche wurden 
von Lilienfeld in der Thymusdriise?) und spiiter von Miescher- 
Sschmiedeberg?) und J. bang) in den unreifen Fischtestikeln 
festgestelll. Miescher und Schmiedeberg = sprachen auch 
die Vermutung aus, dai dieses Histon (von ihnen «Kern- 
albuminose» genannt) als Vorstufe des Protamins anzusehen 
sei, und dai es durch Abspaltung von Leucin und Tyrosin in 
Protamin tibergeht. Immerhin ist die Frage, in welchem Um- 
fange der Umbildungsprozeb vom typischen Eiweif zum 
Protamin in den reifenden Testikeln oder in anderen Organen 
verliiuft, noch nicht gelost. 

Kine unter Zersetzung erfolgende Umbildung der Protein- 
stofie wird aber nicht stets in derjenigen Richtung verlaufen, 
welche zur Entstehung basischer Eiweibkorper fiihrt. Die im 
hiesigen Laboratorium ausgefiihrten Untersuchungen des Herrn 
A. J. Wakeman?) erweisen sogar, dali der Abbau des Eiweib- 
molekiils im KoOrper sogar in entgegengesetztem Sinne vor sich 
gehen kann. bei dem der Phosphorvergiftung folgenden Ge- 
webszerfall verarmt das Gewebe an Arginin, sodal} das Ver- 
hiltnis des Argininstickstoffs zum Gesamtstickstoff in den ver- 
vifteten Zellen absinkt. 


') Diese Zeitschrift, Bd. VUE, S. 511. 
Diese Zeitschrift, Bd. XVII, 473 (1894). 
Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakologie, Bd. AXXVIL (1896). 
Mieschers histochemische und physiologische Arbeiten, S. 442 
und 415 (1897). 
4) Diese Zeitschrift, Bd. 5S. 463 (1899). 
Siehe die vorhergehende Mitteilung dieses Heftes, 5. 355. 
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Auch die Gewebsfermente wirken in- solcher Weise. 
Uberlibt man tierische Gewebe nach dem Tode unter Abschlu8B 
der Féulnis der Wirkung der in ihnen vorhandenen Enzyme, 
so kann das Arginin sogar ganz zerstért werden, offenbar er- 
folgt hier zuniichst die LoslOsung aus dem Verbande des 
Kiweifimolekiils, dann eine Zersetzung durch die Arginase. 

Wir konnen also die Protaminbildung nicht ohne weiteres 
durch die Einwirkung der Gewebsenzyme erkliren, sondern 
wir miissen einen Vorgang annehmen, welcher bewirkt, dab 
die basischen Gruppen, besonders das Arginin, vor der Spaltung 
geschiitzt. werden. 

Kin solecher Schutz kann von denjenigen Atomgruppen 
ausgehen, die mit dem Eiweifi in Verbindung stehen. Wir 
finden die basischen Eiweibkorper immer in Verkettung mit 
den stark sauren Resten der Phosphorsiure — in den Nuclein- 
siiuren — oder der Schwefelsiiture — in der Chondroitsiiure. 
Die beiden genannten Siiuren vereinigen sich bekanntlich leicht 
mit Eiweifi zu festeren Verbindungen und sie werden die mit 
ihnen in Verbindung stehenden Komplexe vor den zersetzenden 
Kriiften des Organismus schiitzen, wie die benzoylgruppe das 
Glykokoll schiitat. 

Her Angriffspunkt fiir die Anfiigung dieser sauren Gruppen 
liegt offenbar in basischen Teil des Eiweifimolekils. 
Wenn also iiberhaupt ein derartiger Schutz durch die An- 
fiigung der prosthetischen Gruppen ausgetibt wird, muf dieser 
sich vorwiegend auf den basischen Teil des Molekiils erstrecken. 
Nach dieser Auffassung wiirde die Bildung der stark basischen 
Histone und Protamine in iihnlicher Weise zu deuten sein, wie 
die Entstehung der histoniihnlichen Korper, die Neuberg!) 
kiirzlich im Amyloid nachgewiesen hat. In beiden Fillen multe 
urspriinglich eine Verbindung von sauren prosthetischen Gruppen 
mit typischem Gewebseiweif vorhanden sein. Letzeres wird 
durch die in den Geweben verlaufenden Zersetzungsvorginge 
allmiihlich unter Erhaltung der basischen Gruppen abgebaut. 


') Verhandlungen d. Deutschen Pathologischen Gesellschaft, Siebente 


Tagung, 26.—28. Mai 190-4. 


Uber das Fett in der Frauenmilch. 


Von 


x 
Dr. Engel, 
Assistenten am Siuglingsheim zu Dresden. Prof. SchloBUBmann, 


Mit zehn Kurvenzeichnungen im Text. 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Marz 1905.) 


Analysen des menschlichen Milchfettes liegen bisher nur 
in geringer Zahl vor. Sie stammen von Laves,') Ruppel,?) 
Sauvaitre,’) Thiemich?*) und neuestens von Gogitidse.>) 

Laves und Ruppel benutzten Fette, die aus der Misch- 
milch vieler Frauen stammten. 

Thiemich und Gogitidse verarbeiteten die Milch einzelner 
Frauen, die je im Laufe eines Tages gesammelt worden war. 

Das Verfahren von Sauvaitre ist mir nicht bekannt, da 
mir seine Arbeit nur im Referat zugiinglich war: ich nehme 
an, dafi er ihnlich wie Laves und Ruppel vorgegangen ist, 
da er wie diese beiden nur beabsichtigte, die Konstanten des 
Frauenmilchfettes systematisch zu bestimmen. Fiir diesen Zweck 
ist es Ja von Wichtigkeit, die durch individuelle und sonstige Kin- 
fliisse bedingten Schwankungen nach Moglichkeit auszuschalten. 

Thiemich und Gogitidse, denen gerade am Studium 
eben dieser Schwankungen gelegen war, muften die Milch nicht 


') Laves, Uber Frauenmilch, Diese Zeitschrift, Bd. XIX, 1894. 

*) Ruppel, Zeitschrift Biol, Bd. XXXL, L895. 

3) Sauvaitre, Physik.-chem. Untersuchungen tber Frauenbutter, 
ref. Jahresb. ti. d. F. d. Tierchemie, 5. 524, 1903. 

4) Thiemich, Uber den Einfluf{ der Ernihrung und Lebensweise 
auf d. Zusammens. d. Frauenmilch, Monatsschr. f. Geburtsh. u. Gryn., Bd. IX. 

5) Gogitidse, Vom Ubergang des Nahrungsfettes in die Milch, 


Zeitschrift f. Biol., N. F., Bd. XXVIII, Heft 3. 
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nur einzelner Individuen, sondern auch noch an jedem Tage 
gesondert untersuchen. 

Die beiden letztgenannten Autoren bedienten sich zur 
Charakterisierung des Fettes ausschlieBlich der Hiiblschen Jod- 
zahl, wihrend Laves und Sauvaitre daneben noch eine An- 
zahl anderer physikalischer und chemischer Daten ermittelten. 
tuppel gibt die Jodzahl nicht an. 

Diese Jodzahl, welche von dem Gehalt der Fette an un- 
gesiittigten Fettsiiuren abhiingt, ist ungemein charakteristisch 
und fiir die Bestimmung der Fette namentlich auch bei bio- 
logischen Studien sehr geeignet. Sie gibt das Jodbindungsver- 
mogen der untersuchten Substanz in Prozenten an, 

Die Analysen wurden von Thiemich mit den isolierten 
Fettsiiuren von den anderen Autoren am Gesamtfett angestellt. 

Die Resultate waren folgende: 


I. Mischmileh. 


Laves 44) 
Sauvaitre 43,37 


Il. Einzelne Individuen. 


Ich gebe hier die Zahlen an, welche bei gewohnlicher Kost 
an den dem Fiitterungsversuch vorangehenden Tagen jeweils 


gewonnen wurden, 
Thiemich: 
Erste Amme,!) Versuch II. 
1. Tag 35,8 
2. » 37,0 
3873 Durchschnitt 36,55; gréfte Differenz 1,5. 
36.1 | 


Dieselbe Amme, Versuch UL. 
1. Tag 39,9 

Zweite Amme, Versuch IV. Kriiftige Erstgebiarende 3) 

Tag 33,9 

| Durchschnitt 32,55;*) Differenz 2,7. 

') Keine niiheren Angaben iiber Konstitution, Alter, Wievielt- 
gebiirende, Termin der Niederkunft. 

*) Vom Verfasser berechnet. 

8 Sonstige Angaben fehlen. 
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Bei einer weiteren Amme,') einer kriiftigen Zweitgebiirenden, 
schwankte die Jodzahl von 
33,6—39,8; Durchschnitt 36,7;') Differenz 6,2. 
Gogitidse: 
Erste Frau,?) Erstgebiarende, 30 J. 
Niederkunft am 28. VI. 03. 
29. VI. 03. 68,70 
30. 66,40 Durchschnitt 65,45; ') gréfte Differenz 5,96. 
1. VIL. 03 64,83 | 
2. 62.74 
Zweite Frau,?) Erstgebiirende, 22 J. 
Niederkunft: 22. VI. 04. 


29, VI. 00 3,61 


30. Durchschnitt 42,98: 1) gréfte Differenz 12,12. 
1. VIL. OO 33.51 
2. 49,16 


Dritte Frau,?) Erstgebirende, 24 J. 
Niederkunft: 4. VIII. 03. 
20. IX. 03 58,58 
21. )0,76 Durchschnitt 57,96; grote Differenz 13,77. 
22. 64,93 | 
Der besseren Ubersicht wegen will ich die Durchschnitts- 
zahlen noch einmal nebeneinander stellen: 
Laves: 4AD 
Sauvaitre: 43,37 
Thiemich: 36,35 


32,05 

Gogitidse: 69,45 

42.98 

57.96 
Auf die besprechung dieser Zahlen will ich erst eingehen, 
nachdem ich iiber meine eigenen Untersuchungen berichtet 
habe. Der Gedankengang war hierbei folgender: Die Tatsache, 
dai Nahrungsfett in die Milch iibergeht, mu, wenn sie gleich 


Vom Verfasser berechinet. 
*) Sonstige Angaben fehlen. 


36,7 | 
39,9 | 
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noch wenig bekannt zu sein scheint, als gesichert gelten. Uber 
diese nackte Tatsache hinaus ist aber noch kaum etwas von 
diesem so wichtigen Vorgang geklirt. Um nun die Bedingungen 
niher zu studieren, unter denen sich der genannte Prozef voll- 
zicht, mufte ich mir als Basis eine genauere Kenntnis von den 
Normalwerten des menschlichen Milchfettes schaffen. 

Aus den oben angefiihrten Zahlen konnte ich ja nur er- 
sehen, dab auberordentlich grobe Verschiedenheiten vorkommen, 
sowohl zwischen den verschiedenen Frauen als auch in nicht 
unerheblichem MaBe bei den einzelnen Individuen. Ich konnte 
jedoch nicht erkennen, ob diese Schwankungen ganz unregel- 
mibig oder ob sie von bestimmten Einfliissen abhiingig sind. 
Untersuchungen liegen iiber die Ursachen dieser Qualitiits- 
differenzen nicht vor. 

Das ist mir um so verwunderlicher, als ja hinlanglich 
bekannt ist, dab quantitative Schwankungen des Fettgehaltes 
in der Milch unter wenigstens zum Teil bekannten Umstiinden 
statthaben. Man weil doch, dab sogar im Lautfe emer Still- 
periode sich der prozentuale Fettgehalt) mehr als verdoppeln 
kann, und dai man, wenn man fiir irgendwelche Untersuchungen 
eine brauchbare Mischmilch haben will, man zu Beginn und 
am Ende des Stillens das brustdrtisensekret enthehmen mub. 
Kinen Verstob gegen diese Regel hat erst vor kurzem Keller!) 
einigen franzosischen Autoren mit Recht vorgeworfen. 

Bei Qualitiitsuntersuchungen des Milchfettes hat man hin- 
gegen bisher ohne Bedenken Milchgemische eines ganzen Tages 
beniitzt, Ohne doch zu wissen, wie die einzelnen Komponenten 
beschatfen. sind. 

Um Fehlerquellen dieser Art zu vermeiden, habe ich die 
Milch von Ammen unseres Institutes, vor allem von jenen, an 
denen ich Fiitterungsversuche machen wollte, so untersucht, 
dab ich jede einzelne Portion zur Analyse verwandt habe. 

Die Proben wurden immer zu einer bestimmten Phase 
der Stillperiode enthommen, am Anfang oder am Ende. Ferner 
wurden registriert der individuelle Zustand jeder Amme, ihre 


') Keller, Referat, Monatsschrift f. Kinderheilk., Bd. Ill, Nr. 11. 
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Konstitution, die Dauer der Laktation. Zur Ernihrung diente 
fiir alle gleichmiébig gewohnliche gemischte Kost. 

Da an unserer Anstalt den Kindern prinzipiell, wenn nicht 
besondere Umstiinde eine Abweichung erfordern, die Brust 6 mal 
am Tage gereicht wird, so kamen von jeder Amme 6 Proben 
p. d. zur Untersuchung. 

Die Milch wurde nach der von Hoppe-Seyler!) angegebenen 
Methode nach Zusatz von Kalilauge mit Ather extrahiert. Als- 
dann wurde dieser abgedampft, der Extrakt getrocknet und das 
so erhaltene Fett untersucht. Mierbei habe ich mich mit Riick- 
sicht auf die spiiteren Untersuchungen auf die Bestimmung der 
Jodzahl beschriinkt. Sie wurde in der iiblichen Weise mit 
dem Jodsublimatgemisch in grofen Erlenmeyerschen Kolben 
mit eingeschliffenem Glasstopfen vorgenommen. Der Titer der 
Thiosulfatlbsung wurde mit Kaliumbichromat gestellt. 

Ich glaubte dem Vorbilde Thiemichs,?) welcher die 
Fettsiiuren isoliert hat, nicht foigen zu miissen, weil ja der Gehalt 
der Milch an Cholestearin minimal ist: die Anwesenheit von 
Lecithin gar wird von SchloBbmann®) geleugnet. 

In der oben angegebenen Weise habe ich das Verhaiten 
der Jodzahien 2, 3 bis 7 Tage verfolet. Das Ergebnis habe 
ich der besseren Ubersicht wegen graphisch dargestellt. Auf 
der Senkrechten sind die Jodzahlen in Abstiinden von 10—10 
angegeben, auf der Wagrechten die Tage*) und Stunden der 
Stillzeiten. Die Jodzahien wurden auf zwei Dezimalen berechnet, 
aber fiir die Einzeichnung auf die Einer abgerundet. 

Im ersten Falle handelt es sich um eine 24jiihrige I-para M. 
(A. N. 3), dieam 31. 1. 04 geboren hatte. Es ist eine unter- 
setzte kriiftige Person mit reichlichem Fettpolster. Die Briiste 
sind sehr gut entwickelt. Die Milchsekretion ist ergiebig, bis 
4 kg pro Tag. Die Untersuchungen wurden in der zweiten 


') F. Hoppe-Seylers Handbuch, Berlin 1903. 

3) Schlof&{mann, Art und Bedeutung des Phosphors in der Milch 
und uber einige Schicksale derselben im Siiuglingsorganismus, Archiv 
fur Kinderheilkunde, Bd. XL, 1904. 

*) Nur durch dickere senkrechte Striche abgeteilt. 
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Halfte des Januar 1905 vorgenommen, also zu einer Zeit, wo die 
Laktation schon etwa ein Jahr im Gange war. 


Tabelle I.1) — Amme M. 


- 


+ 
{ 
} 


Tabelle Il — Amme M. 


W691? 


+ + —+-- +4 nd 44 
30. 


Tabelle Il — Amme M. 


~ 


3 60 69 


123 6 6 CHES 


Die beiden ersten Kurven sind im Abstand von wenigen 
Tagen gewonnen, die dritte schliebt sich unmittelbar an die 
zweite an. Sie unterscheidet sich dadurch von den voran- 
gehenden, dali hier allemal die Milchproben nach, bei jenen 


') Die Stunden zwischen 6 Uhr abends und 5 Uhr morgens sind 
wie in den Eisenbahnfahrplinen unterstrichen. 


Kurv 


Kurv 


: 
— 
0 } 
be T a 
| 
ee 
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vor dem Stillen enthnommen wurden. 
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Man sieht in allen drei 


Kurven denselben ‘Typus : eine flache Wellenlinie von anscheinend 
volliger Regellosigkeit, die sich vorwiegend in der ersten Hiilfte 
der Vierziger bewegt. Sieht man niiher zu, so kann man eine 
gewisse Gesetzmiibigkeit immerhin aus den Linien herauslesen. 
Man erkennt niimlich, dal der tiefste Punkt in der Regel in 
den Vormittagstunden erreicht wird, wiihrend der héchste in 
die spaten Nachmittagstunden fiillt. Noch deutlicher kann man 
diese Verhialtnisse iiberblicken, wenn, wie in Tab. IV, allemal 


Tabelle IV. — Amme M. 


6 EME II 
- + = . +— + + { 
i + + 4 
+ + + { + i 
+- + — + +— + + ‘4 
+ + 


Kurve IIf. ! 


nur 
tritt 
auf, 


nicht wundernehmen. 


der 
der 
In 


erobte und kleinste Wert eingezeichnet ist. 


Rein 


oben charakterisierte Typus allerdings nur in Kurve | 


Il und Hl ist er mehr minder verschoben. Nach der 
weiter unten zu gebenden Erklirung des Befundes wird das 
Bei Il ist auberdem noch zu bemerken, 
dah an der Stelle, wo am zweiten Tage der héchste Wert zu 
erwarten ist, einige Analysen ausgefallen sind. Nimmt man das 
Mittel jeweils aus den hodchsten und niedersten Werten, so 


erhalt man: 


die 


Als 


Ausdriicklich méchte ich noch einmal darauf hin- 
weisen, dafi die Kurve II] von solcher Mileh stammt, 
immer nach dem Stillen gewonnen wurde, 
erfahrungsgemiihB der  prozentuale Fettgehalt 


ad | 46.9 bezw. 42 Differenz 4.9 
69 > 449 5,2 
>» Ill 45 >» 41.25 3,70 
Gesamtdurchschnittswert ergibt sich hiernach 


groften ist. 


Wo 


aim 


| 
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Bei der zweiten Amme Z. handelt es sich um eine 30jiihrige 
H-para (S. Nr. 4). Die Niederkunft fand am 10. VIII. O04 statt. 

Ks ist eine sehr hagere Person, die keineswegs dem sonst 
tblichen Ammentypus entspricht. Die Briiste sind jedoch sehr 
gut entwickelt und thre Milchproduktion betrug monatelang gegen 
Okg p.d. Die Untersuchungen wurden wie im vorangegangenen 
Falle Ende Januar ausgefiihrt, zu einer Zeit also, wo die Laktation 
etwa 4/2 Monate bestand. 


Tabelle V. — Amme Z. 


6 YRS CHE IRS EME G23 6 LM 


1 + + t 4 + + + + 

++ + + 4 + + + + 

, + + + + + + + > et + + + + 4 
+ tt + + + + + t + ~+ iT + + + 

+ + + + - +4 + + + + + + 4 + 4 

+ + + + + + + ++ + + 

+ + + + —-- + + + + + + + + - 

+ _+ + + +- +-- + | + - 

+ + t + — + + + —+ + 4 


Tabelle VI. — Amme Z. 


4 9 6 6 3 12 3; 6 10 6 9 72 3 6 Mb 9 


+ 4 + + + + | 
4 + + ++ + + 
+ ++ + t + 135 

~ + + + + 4 + bh ++ _ 


Auch hier sieht man wieder, daB im allgemeinen die Kurve 
sehr flach verliuft. Allerdings hat sie sich im ganzen um 
etwa 10°o nach oben verschoben. Hielten sich bei der Amme 
M. die Jodzahlen wesentlich um die Mitte der Vierziger, so hier 
um die der Fiinfziger. Jene bereits erwiihnte Gesetzmiibigkeit, 
das Ansteigen der Jodzahlen in den Abendstunden und der 
Riickgang im Laufe des folgenden Vormiitags, 1aBt sich, wenn 
auch nicht besonders deutlich, auch hier feststellen, wie ein 
Blick auf Tab. VII zeigt. Sie ist in derselben Weise wie Tab. IV 
vezeichnet. 
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Tabelle VII — Amme Z. 


EDM ZS EM EMECIIPF36 WEYIZ32- 6 


+ + + + if 
+ > + - 
+ 


Kurve VI. | + 


Wie alle anderen Tafeln leidet sie daran, dai nach der 
Lage der Dinge bei der Milchentnahme mit Riicksicht auf die 
klinischen Bediirfnisse nicht allzu rigoros verfahren werden 
durfte. So fehlen manchmal Bestimmungen gerade da. wo ein 
besonders deutlicher Ausschlag nach oben oder unten zu er- 
warten ist. 

Daher kommt es, dafi auf der Kurve manchmal der Hohe- 
punkt in eine zu friihe Stunde dadurch verlegt) wird, in 
spiateren, wo ein noch weiterer Anstieg wahrscheinlich war, 
keine Milch behufs Analysierung zur Verfiigung stand. Das 
gleiche gilt von den niederen Werten. In Kurve VI der 
Tabelle VIE war die Liicke einmal so grob, dab ich, um nicht 
das bild zu verzerren, einen Teil der Linie punktiert zeichnen 
mubte. 

stelle ich auch hier die Durchschnittswerte zusammen, 
so ergibt sich: 

ad Vo ad bezw. 52 Differenz 3 


Vl & > 


(iesamtdurehschnitt d4. 


Unter den obenerwiihnten Ubelstiinden hat besonders die 
Milchuntersuchung der Amme K. gelitten. Ich verzichte daher 
hier auf eine Zusammensteliung der HOhen- und Tiefenpunkte. 
Ks ist dies eine t&jahrige I-para K. (A. Nr. 85). 

Die Geburt war am 6. 1. 05. 

K. ist eine schlanke, aber kriiftig gebaute Person mit 
mittlerem Fettpolster. Thre Milchproduktion betrug 1—1! kg. 
Die Untersuchungen wurden angestellt vom 21.—27. Januar. 
zu einer Zeit also, wo die Person erst etwa 14 Tage laktierte. 


+ + + + + + 
+ + + + + + > 4 + 
> t ++ + + + —$>-- + + + + 
we. 
=j * 


2 
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Tabelle VIII] — Amme K. 


6 GIS CHOC EMWECIN 
== 


leh kann mich mit Riicksicht auf Tab. VUE kurz fassen, 
es ist dasselbe Bild, wie in den vorangehenden Fallen, ein ge- 


ringes Schwanken um den Mittelwert von 
13.0. 
4. Fall. 

Amme G., 29jiahrige [l-para (A. Nr. 6). 

Die Geburt war am 16. IX. 04. 

Gi. ist kraftig gebaut, besitzt ein reichliches Fettpolster. 
Briiste sehr gut entwickelt. Die Milchmenge betrug 5—4 kg 
p. d. Die Analysen wurden ebenfalls wie in den anderen Fiillen 
Ende Januar gemacht. Die Laktation dauerte hier also bereits 
4 Monate. 


Tabelle IX. — Amme &. 


+ 


HWE CHE G23 CWE CWEI1I23 6M 


+ 


+ ¢ + + +— + + 


Die Betrachtung der Kurve IX lehrt, dab auch hier sich 
das gleiche wie bet Tab. I, Ul, Ul, V, VI und VII wiederholt. 
Hier zeigt jedoch die Tab. X: 


Tabelle X. — Amme G. 


Kurve 


/ 
> 
> 4 + + + + + + + + + 
. + + + + > + + + + + 


wieder recht deutlich die erwihnte Gesetzmiifigkeit der Kurve. 
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Die Mittelwerte betragen: 

46,1 bezw. 40,5 Differenz 5,6. 
Gesamtdurchschnitt 43,3. 

Es hat sich also gezeigt, dah die Jodzahl der Frauen- 
milch bei demselben Individuum Schwankungen unterliegt, die 
durchschnittlich bei unseren Fallen 4,9: 5,2: 3,7: 3: 6: 5,6: im 
Mittel etwa 5 betragen.!) Diese Schwankungen zeigen jedoch 
eine gewisse Regelmiibigkeit, insofern, als der hodchste Wert 
in den Nachmittagsstunden, der niedrigste im Laufe des Vor- 
mittags aufzutreten pflegt. Hat die Lime auch nicht die 
Gesetzmibigkeit, wie etwa die Temperaturkurve, mit deren 
Phasen sie ungefiihr zusammenfallt, so ist doch der Typus 
unverkennbar. 

Ich bin geneigt, dieses Verhalten der Jodzahlen mit den 
Mahlzeiten in Zusammenhang zu bringen. Der Ubergang des 
Nahrungsfettes ist ja eine erwiesene Tatsache. Nun trifft man 
den héchsten Wert der Jodzah! fast stets zu einem Termin an, 
der von der Hauptmahlzeit etwa um jenen Zeitraum entfernt 
ist, der zwischen dem Genufs von Fett und seiner hochsten 
Ausscheidung durch die Milehdriise zu liegen pflegt.2) Durch 
diese Erklarung kann auch ein Teil der Abweichungen von 
der Regel gedeutet werden. Der ungleiche Gehalt der Mahi- 
zeiten an Fett, qualitativ wie quantitativ, und ihre zeitliche Ver- 
schiebung konnten nimlich sehr wohl bestimmend auf die Kurve 
einwirken. 

Andererseits beweist gerade die Geringfiigigkeit der 
schwankungen, dab bei der gewohnlichen Erniihrung der Frauen 
dem Kinde qualitativ eine relative Gleichartigkeit seines Nahrungs- 
fettes garantiert wird. 

Ich habe bereits darauf hingewiesen, dali es quantativ 

', So grohe Differenzen wie Gogitidse habe ich nie gesehen. 
Dabei ist noch in Rechnung zu ziehen, da® ich die Maximal- und 
Minimalwerte gegeniibergestellt habe, wiahrend die Differenzen von 12,12 
oder gar 13.7 des genannten Autors aus den Tagesgemischzahlen be- 
rechnet sind. Es sind also hier nie die niedersten von den hochsten 
Werten suabtrahiert worden. 

*, Dieser Zeitraum betriigt. wie ich an anderer Stelle zeigen 
werde, etwa 6--7 Stunden. 
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nicht im selben Mabe der Fall ist, kann sich doch im Laute einer 
srustmahlizeit der Fettgehalt der Milch mehr als verdoppeln. 

Um so interessanter ist) es, da, wiihrend sich diese 
prozentuale Anreicherung der Milch an Fett vollzieht, quali- 
tativ die Verhiiltnisse ungefithr gleich bleiben. Wentestens 
mub man dies aus der Kurve HE folgern, welche von den End- 
proben derselben Amme gewonnen wurde, von deren Antangs- 
proben dic Kurven T und Uf stammen. Hoéchstens konnte man 
aus dem Umstande, dali die Differenz der durchschnittlichen 
Maximal- und Minimalwerte kleiner ist bei I wie bei | und Il, 
folgern, dal} mit dem Fortschreiten der Milchentnahme aus der 
Brust sich der Einfluj des Nahrungsfettes verwischt. 

Diese Tatsache des geringen Schwankens der Jodzahl 
ber gewohnlicher gemischter Kost Ist eine weitere Stiitze 
fiir die sich immer mehr bahnbrechende Anschauung, dali es 
nicht notig ist, die Nahrung milehender Frauen irgendwie be- 
sonders zu gestalten. 

Ks ist ferner erlaubt zu schlieben, dab, wenn man den 
Durchschnittswert der Jodzahl bestimmen will, die Mischmiich 
eines Tages hierzu ein geeignetes Material bietet. Freilich wird 
dann gewoOhnliche gemischte Kost vorausgesetzt. 

Auch wird man diese Zahl immer nur auf das be- 
treffende Individuum beziehen diirfen. Denn wenn sich auch 
die Werte fiir die Ammen M., K. und G. ziemlich gleichen, 
differiert hiervon doch der der Amme Z. etwa um 10, Nehme 
ich noch die Angaben von Thiemieh und Gogitidse hinzu, 
so wird die eben ausgesprochene Behauptung noch weiter er- 
hiirtet. Des besseren Vergleiches wegen will ich die Durch- 
schnittszahlen noch einmal nebeneinander stellen. 


Thiemich 36.55 Gogitidse 65.45 Engel 44 
32,99 42,98 D+ 

39.9 57,96 (3.6 

43.3 


Man sieht also Schwankungen von 32,55—65,45. Schliebe 
ich selbst die letztgenannte Zahl aus bald zu erérternden 
Griinden aus, so erhélt man doch noch Zahlen von 32,95—)57,96. 

Worauf diese Differenzen beruhen, vermag ich nicht recht 
zu ergrinden. Bei den von mir untersuchten Frauen war es 
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auflallend, dab die Amme Z., welche eine so bedeutend hohere 
Jodzahl hatte, wie die drei anderen, sieh durch ihre Konsti- 
tution auch wesentlich von jenen unterschied. Wiihrend die 
ersteren niimlich ein mittleres oder gar reichliches Fettpolster 
besaben, war die Amme Z. von extremer Magerkeit. Dieser 
Umstand scheint mir nicht ohne Bedeutung, wenn man beriick- 
sichtigt, dab die Quelle des Milchfettes wohl mit Sicherheit 
nicht nur im Nahrungs-, sondern auch im Korperfett zu suchen 
ist. Nihere Mitteilungen zu machen, bin ich heute noch nicht 
in der Lage. Ob die extrem niedrigen Zahlen von Thiemich 
und die hohen von Gogitidse mit Ausnahme der schon oben 
beanstandeten auf ihnliche Umstande sich zuriickfiihren lassen, 
bin ich aus Mangel an dahinzielenden Angaben auferstande 
zu beurteilen, 

Die Zah! 65,45 von Gogilidse scheidet meines Ermessens 
von vornherein aus, weil sie von kolostraler Milch gewonnen 
ist. Fir diese scheinen aber andere Regeln zu gelten, wie 
fiir die Milch spiterer Laktationsperioden. Dahingehende Unter- 
suchungen meinerseits sind noch nicht abgeschlossen. 

Die Zahlen von Laves und Sauvaitre 44.5 und 4 


die, wie erinnerlich, von der Mischmilch vieler Frauen stammen, 
scheinen dafiir zu sprechen, dab meist die Jodzahl in diesen 
Breiten liegt. Damit stimmen die Zahlen dreier meiner Ammen 
gut iiberein. 
Sschlubsitze: 

1. Die Jodzahi des Frauenmilchfettes differiert 
individuell in mibigen Breiten. 

2. Die Jodzahl der Milch einer bestimmten Frau ist 
einer gesetzmibigen Tagesschwankung unterwortfen. 

Zum Schlub erfiille ich die angenehme Pflicht, meinem 
verehrten Chef, Herrn Prof. SchlobBmann, fiir das rege Interesse, 
mit dem er meine Untersuchungen gefordert hat, und fiir die 
Uberlassung des wertvollen Materials meinen ergebensten Dank 
auszusprechen, 

Dem Chemiker am Institut, Herrn Kremser, bin ich ftir 
die Ausfiihrungen eines Teiles der Analysen zu Dank verpflichtet. 


Uber das Cerebron. 
ll. Mitteilung. 
Von 


H. Thierfelder. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts zu Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1905.) 


Vor kurzem konnte ich mitteilen, dai bei der hydrolytischen 
Zersetzung des Cerebrons Cerebronsiéure, Sphingosin und 
(Gialaktose auftreten, mufte es aber unentschieden lassen, ob 
diese drei Substanzen die einzigen Spaltungsmittel sind.) Es 
lieben sich in geringer Menge noch andere Korper isolieren, 
welche aber méglicherweise als sekundére Produkte aufzufassen 
waren. Die Bildung solcher sekundiiren Spaltungsprodukte schien 
bei der langen Zeit, welche bei Benutzung von verdiinnter 
Schwefelsiiure zur vollstiindigen Hydrolyse noétig war, leicht 
erkliirlich. 

Inzwischen habe ich in dem schwefelsiiurehaltigen Methyl- 
alkohol ein sehr viel besseres Spaltungsmittel gefunden. Der 
Vorteil besteht darin, dali das Cerebron sich beim Erwiarmen 
leicht in ihm lést. und die Folge davon isi, dab die Spaltung 
schon in wenigen Stunden véllig beendet ist. Bei der Unter- 
suchung des Reaktionsgemisches ergab sich, daf das Cerebron 
vlatt in die drei genannten Substanzen zerfillt. Die Galaktose 
wird vollstiindig in das Methylgalaktosid und die Cerebron- 
siiure zum Teil in den Methylester umgewandelt. Die Spaltungs- 
produkte lassen sich gut voneinander trennen und annahernd 
quantitativ bestimmen., 

Ks moge zuniichst das Verfahren beschrieben werden. 3 g 
Cerebron werden in einem Rundkolben mit etwa 110—150 cem 
10°/o konzentrierte Schwefelsiure enthaltendem Methylalkohol 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 21. 
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iibergossen und am Riickflubkiihler auf dem Wasserbad erhitzt. 
Wenn die Temperatur eine gewisse Hohe erreicht hat, tritt voriiber- 
gehend eine ziemlich heftige Reaktion mit starkem Schiiumen ein. 
Die Substanz lost sich voOllig auf. Nach drei- bis vierstiindigem 
Erhitzen,!) wahrend dessen die Fliissigkeit nur einen leicht gelb- 
lichen Farbenton annimmt, labt man erkalten und zwar bis unter 
0° durch Einstellen in eine kaltemischung. Die dabei erfolgende 
schneeweibe Abscheidung wird abgesaugt und mit schwefel- 
siiurehaltigem Methylalkohol ausgewaschen. 

A. Riiekstand. Er wird mit warmem Ather behandelt, 
die atherische LOsung von der sich absetzenden Schwefelsiure 
abgegossen, filtriert und verdunstet, der Riickstand abermals in 
wasserfreiem Ather aufgenommen und dieses Verfahren wieder- 
holt, bis die Schwefelsiiture vollig entfernt ist. Die so ge- 
wonnene Substanz ist fret von Stickstoff und Schwefel, aber 
nicht einheitlich, wie sich aus der mikroskopischen Priifung 
der beim Erkalten der warmen alkoholischen Loésung erfolgenden 
Kristallisation ergab. Es zeigte sich, dab ein Teil nur bei 
saurer Reaktion in dtherische Losung iiberzufiihren war, der 
andere auch bei alkalischer. Die Mengenverhiiltnisse dieser 
beiden Anteile schwankten in den einzelnen Versuchen. Zur 
Trennung wird die atherische LOsung mit alkoholischer Natron- 
lauge bis zur alkalischen Reaktion versetzt, der entstehende 
Niederschlag abfiltriert und mit viel Ather ausgewaschen. 

a) Niederschlag. Er wird in Wasser suspendiert und 
nach Zufiigen von Schwefelsiiure mit Ather geschiittelt. Es 
tritt véllige Lésung ein. Der Atherriickstand kristallisiert aus 
warmem %6°/oigen Alkohol in den charakteristischen Formen 
der Cerebronsiure. Die getrockneten Kristalle zeigen auch 
den Schmelzpunkt der Cerebronsiiure. 

b) Filtrat. Es wird mit Wasser geschiittelt und darauf 
verdunstet. Der Riickstand kristallisiert aus warmem 96° oigen 
Alkohol in langen, geraden, zu schonen lockern Sternen ver- 
einigten Nadeln. Die Substanz ist nicht hygroskopisch, sie 
schmilzt langsam erhitzt bei 65°. Fiir die Analyse dienten 


') Vermutlich geniigt zur vOlligen Spaltung schon eine sehr viel 
kiirzere Zeit. Ich habe dariiber keine Versuche angestellt. 
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zwei Préparate verschiedener Darstellung. Das Trocknen ge- 
schah tiber Schwefelsiure. 
1. lieferten 04091 g CO, und 0.1680 ¢ H,O. 
das ist 75,80°/o C und 12,68. H. 
2. O1451 ¢ lieferten 0.3983 g CO, und 0,1595 g H,O, 
das ist 75,91°/o G und 12,38°%o H. 


2. Mittel : Berechnet fiir -CH,: 
C 7991 Yio 2/0 79,73 °%/0 
H 12,689 12.38% 12,58%% 12.62% 


Ks liegt also, wie zu erwarten war, der Cerebron- 
siuremethylester vor. Durch Verseifen mit Natriumalkoholat 
(halbstindiges Erhitzen mit Alkohol, in dem = 2,5°/o auf- 
gelost. war, auf dem Wasserbad) labt sich der Ester die 
Cerebronsiiure tiberfiihren. Die isolerte Substanz stimmte in 
der Kristallform mit dieser Siure tberein, zeigte fast den 
gleichen Schmelzpunkt (LOO—101L°, wahrend Cerebronsiiure an 
demselben Thermometer bei 99—100° schmolz) und gab bei der 
Verbrennung 79,08°/o und 12,49°/o H (berechnet 75,38°/o C 
und 12,56°% 0 H). 

In den Versuchen, tn denen der bei alkalischer Reaktion 
in Ather lisliche Teil sehr gering war, gelang die Isolierung 
von reinem Ester nicht. 

Filtrat. Es enthalt das Sphingosin als Sulfat und die 
(rajaktose als Methylgalaktosid, was aus dem fehlenden Re- 
duktionsvermogen der Fliissigkeit zu sehlieben ist. Um = die 
freie Galaktose zu gewinnen, wird die klare Losung mit Hilfe von 
etwas schwelelsiiurehaltigem Methylalkohol in einen Kolben iiber- 
geliirt, nach Zufiigen von etwa 300 com Wasser etwa 5 Stunden 
auf bezw. in dem Wasserbade erhitzt und darauf in einer Glas- 
schale nach weiterem Wasserzusatz bis auf etwa 120 ccm ein- 
gedampft. Aus der noch immer ganz klaren Flissigkeit scheidet 
sich beim Erkalten auf der Oberfliiche in der Mitte und ringformig 
an der Wandung das Sulfat als fast weibe, ganz leicht rotlich ge- 
fiirbte Masse ab. Sie labt sich im Zusammenhang herausheben 
und wird beim Verreiben und Dekantieren mit Wasser allméhlich 
flackig. Sie wird auf einem Filter gesammelt, durch das schon 
die Fliissigkeit und das Dekantationswasser gelaufen ist. 
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a) Niederschlag. Er wird mit Wasser ausgewaschen, 
bis die Schwefelséurereaktion im Filtrat ganz schwach aus- 
fillt. Ein volliges Aufhéren wird nicht erreicht, da das Sulfat 
offenbar spurweise in Wasser l6slich ist. Die Masse wird im 
Vacuum tiber Schwefelsiiure getrocknet, fein zerrieben und mit 
Ather extrahiert. Dabei geht eine geringe Menge Substanz in 
Losung, welche zumeist wohl aus Cerebronsiiure bezw. Cerebron- 
siiureester besteht, aber auch Spuren von Sulfat enthiilt und 
die bei den quantitativen Bestimmungen jenen Substanzen zu- 
gerechnet worden ist. Jetzt wird in heifbem absoluten Alkohol 
gelost, filtriert, eingeengt und im Vacuum iiber Schwefelsiiure 
getrocknet. Der Riickstand ist rein weif, nur an der Ober- 
fliche etwas rotlich gefiirbt und besteht aus reinem Sphingosin- 
sulfat. 

b) Filtrat. Es enthilt nur Galaktose und zwar in 
freiem Zustand. 

Unter Beniitzung des geschilderten Verfahrens wurden 
zwei Versuche quantitativ durchgefiihrt und zwar wurde der 
aus Cerebronsiiure und Cerebronsiiuremethylester bestehende 
Atherriickstand und ebenso das Sphingosinsulfat gewogen, die 
Galaktose mit Fehlingscher Losung titriert. Den erhaltenen 
Werten kann, wie sich aus dem Gesagten ergibt, nur eine 
anniihernde Genauigkeit beigemessen werden. 


Aus je 3 g@ Cerebron wurden erhalten: 


| 
Methylester 
Versuch 1 1.5102 | 1.2244 g | 0.67 g 
Versuch 2. | 1.3758 | 1.2579 ¢g O64 g 
Mittel | 1.4430 g | 1.2411 ¢ 0,659 
| | 
| 48,10°/0 | 41,37 21,83 
| 
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Diese Resultate und die fiir das Cerebron gefundene pro- 
zentische Zusammensetzung stimmen am besten zu der An- 
nahme, dali dem Cerebron die Formel C,,H,,NO, zukommit 
und dab es bei der hydrolytischen Spaltung unter Aufnahme 
von 2 Molekiilen Wasser in je 1 Molekiil Cerebronsiiure, Sphin- 
gosin und Galaktose zerfillt: 

,.NO, 2H,O = C,,H;,0, -+- C,,H,,NO, + C,H,.0,. 


Die Formel C,,H,,NO, verlangt : Fiir Cerebron gefundene Mittelwerte : 
C 69,659) 69,19" 
H 11,24", 11,35°/o 
1,70°o 1,76°/o 
Bei einer Spaltung im Sinne obiger Erhalten 
Gleichung liefert Cerebron: wurden im Mittel: 
Cerebronsiiure 48,13 ° 48,10" Cerebronsiure 
bezw. Cerebronsiiuremethylester 49,82° +- Methylester 
Sphingosin 34,46 9 
bezw. Sphingosinsulfat 4),39 41,37°/o Sphingosinsulfat 
Galaktose 21,77 21.83” » Galaktose. 
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Zur Chemie der Phosphorleber. 
Von 


J. Meinertz. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1, April 1905.) 


Zur Frage der fettigen Degeneration hat in letzter Zeit 
wiederholt!) Waldvogel das Wort ergriffen, indem er darauf 
hinwies, da es nicht angangig sei, die Substanz, die sich in 
den zerfallenden Zellen in Gestalt von fettihnlichen Kérnchen 

| anhiiuft, einfach mit den in Ather léslichen Fettsubstanzen zu 
identifizieren. Er konnte zwar bei seinen Versuchen mit Hunde- 
lebern die Angaben von Kraus?) und Siegert*) bestiitigen, 
bei der Autolvse eine irgendwie bedeutsame, der mikroskopischen 
Veriinderung entsprechende Vermehrung des Atherlislichen nicht 
eintrat, fand dagegen eine erhebliche Zunahme des Alkohol- 
riickstandes. Diese beruht nach ihm auf einer Vermehrung 
des Jecorins, der Fettsiituren, des Cholesterins und der Neutral- 
fette, wiihrend die Menge des Lecithins abnahm. In all diesen 
Beziehungen bestanden bemerkenswerte Ahnlichkeiten zwischen 
der Autolyse und der Phosphorvergiftung. Besonders merk- 
wiirdig ist aber die Angabe, dab bei beiden Prozessen Protagon 
in der Leber in erheblichen Mengen zu finden sei. Der als 
Protagon angesprochene Korper wurde in folgender Weise 
gewonnen: die feinzerhackte Leber des mit Phosphor vergifteten 


') Zentralblatt fiir Stoffwechsel- u. Verdauungskrankheiten, Nr. 18, 
S. 405, 1903. 
Zentralblatt f. allg. Pathol. u. pathol. Anat., 5. 97, 1904. 
Virchows Archiv, Bd. CLXXVII, 5. 1. 
Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 200. 
*) Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XXII. 
°) Hofmeisters Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol., 1901. 
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Tieres wurde mit der vierfachen Menge absoluten Alkohols bei 45° 
unter Anwendung eines Riihrers 3 Stunden lang extrahiert und 
dies Verfahren an dem Riickstande nach Filtrieren noch zweimal 
wiederholt. Beim Stehen in der Kilte fiel aus dem 2. und 3. 
Extrakte ein reichlicher, fast weiber, fettflockiger, kristallinischer 
Niederschlag aus, der sich aus warmem Alkohol (45°) um- 
kristallisieren lief und von W. als Protagon angesehen wird. 
Aus normalen Lebern dagegen konnte unter gleichen Bedingungen 
nur eine ganz geringe Menge der erwiihnten Substanz gewonnen 
werden, Charakterisiert wurde diese Substanz 1. durch die 
angegebenen Loslichkeitsverhaltnisse, 2. durch das mikrosko- 
pische Aussehen: prachtvolle Kristalldrusen aus fein geschliingelten, 
gliinzenden Nadeln, ohne dali dunklere Substanzen zwischen 
ihnen gelagert sind, 3. durch die Uberfiihrung in Cerebrin durch 
Verwendung heiferen Alkohols, 4. durch den Stickstoffgehalt: 
in 2 Bestimmungen betrug dieser 4,0 resp. 4,08°%/o. Auf die 
angefiihrte Weise konnte z. B. aus einer Phosphorleber fast 
1 ¢ auf 100 g Organmenge, aus einer normalen Leber nur wenige 
Milligramm gewonnen werden. 

Diese Charakterisierung der gefundenen Substanz diirfte 
auch von Waldvogel hochstens als eine vorlaufige, orientierende 
angesehen werden: denn dab durch die angegebenen Merkmale 
das Protagon nicht identifiziert werden kann, ist klar. Die 
Loslichkeitsverhiiltnisse haben nichts Charakteristisches an sich: 
day der K6rper sich in warmem Alkohol lost und in der Kiilte 
wieder auskristallisiert, beweist nicht das Geringste fiir seine 
Identitéit. Ein fiir das Protagon durchaus charakteristisches 
mikroskopisches Aussehen gibt es ebenfalls nicht: verschiedene 
Fettarten kristallisieren z. B. in ganz gleicher Weise. 

Die angebliche Uberfiihrung in Cerebrin durch Umkristalli- 
sieren des Protagons aus heiberem, etwa 60° warmem Alkohol 
beweist natiirlich gar nichts. Cerebrin ist mikroskopisch ebenso- 
wenig scharf charakterisiert wie Protagon. Auberdem hat 
noch niemand aus Protagon, das zwar bei energischer Behand- 
lung mit Atzbaryt neben einer ganzen Reihe anderer Sub- 
stanzen auch Cerebrin liefert, durch 60° warmen Alkohol Cerebrin 
erhalten. Nach Angabe der alteren Autoren soll sich Protagon 
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allerdings in alkoholischer L6ésung oberhalb 48° zersetzen, aber 
eine Bildung von Cerebrin ist dabei nicht festgestellt. Nach 
dem letzten Untersucher des Protagons, Cramer,!) vertriigt 
diese Substanz iibrigens ein wiederholtes Umkristallisieren aus 
kochendem absolutem Alkohol. Was schlieBlich den Stickstoff- 
gehalt betrifft, so kann dieser um so weniger fiir die Iden- 
tifizierung verwendet werden, als er, wie W. selbst angibt, 
mit den bisher fiir Protagon gefundenen Stickstoffwerten nicht 
iibereinstimmt. 

Sehr viel wichtiger fiir die Auffassung des Korpers als 
Protagon wire es gewesen, wenn W. ihn auf Phosphorgehalt 
und auf Reduktionsvermogen nach hydrolytischer Spaltung gepriift 
hiitte. Davon findet sich aber kein Wort. 

Eine niihere Charakterisierung der als Protagon ange- 
sprochenen Substanz wire um so dringender wiinschen, 
als ihr Auftreten durchaus nicht konstant zu sein scheint. Meine 
eigenen Versuche wenigstens, die sich auf die Phosphorver- 
giftung erstrecken, haben zu andern Resultaten gefiihrt. Ich 
will zuniichst iiber diese berichten. 

1. Versuch. Die Leber eines gewohnlichen groben Hundes 
(Gew, der Leber 500 g) wurde fein zerhackt und in der von 
Waldvogel angegebenen Weise dreimal mit Alkohol bei 45° 
extrahiert. Aus allen 3 Extrakten kamen beim Stehen in der Kiilte 
ganz geringe Mengen eines weifen, an den Winden haftenden 
Niederschlages heraus, der, mikroskopisch betrachtet, aus rund- 
lichen Drusen von Kristallnadeln bestand. Die abgegossenen 
Fliissigkeiten wurden unter vermindertem Drucke bei 45° zur 
Hiilfte eingedampft. Beim Stehen in der Kiilte kamen aus den 
so konzentrierten Extrakten noch weitere Spuren des gleichen 
Niederschlages heraus. Zu einer niheren Untersuchung reichte 
die Menge nicht aus. 

2. Versuch. Ein grofer Hund wurde 14 Tage hindurch 
tiiglich mit Phosphorstiickchen, in Fleisch gewickelt, gefiittert, 
von 0,1—1¢ Phosphor p. d. steigend. Nach dieser Zeit trat 
der Tod ein. Die Leber war von roétlich-gelber Farbe, wog 
d00 g und wurde in gleicher Weise wie die vorige behandelt. 


') Journal of Physiology, Bd. XXXI, S. 31. 
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Der Niederschlag war auch hier in allen 3 Extrakten sehr 
gering, zeigte dasselbe kristallinische Aussehen. In den zur 
Hilfte eingedampften Extrakten entstand kein weiterer Nieder- 
schlag. 

53. Versuch. Ein grofer Hund erhielt an 2 aufeinander 
folgenden Tagen je 0,1 Phosphor in Ol subkutan injiziert. 
Nach 4 Tagen trat der Tod ein. Die Leber, von hell-r6tlich- 
gelber Farbe, wog 600g. Die 3 Extrakte wurden wieder in 
der angegebenen Weise hergestellt. Im 2. Extrakt entstand in 
der Kiilte ein sehr reichlicher, schneeweiber, flockiger Nieder- 
schlag, der, mikroskopisch betrachtet, durchweg aus rundlichen 
Drusen feiner Niidelchen bestand. Er liste sich glatt in Ather, 
ebenfalls in warmem absolutem Alkohol, fast gar nicht in warmem 
85° oigem Alkohol, kristallisierte aus warmem absolutem Alkohol 
in der Kiilte wieder in den gleichen schneeweiben Kristallen. 
Die alkoholische Losung zeigte gegen Lakmus neutrale Reaktion. 
Es wurde mit reichlichen Mengen des Niederschlages die Prifung 
auf Phosphor (Veraschung mit Soda und Salpeter, Auflésung 
in Salpetersiiure, Zusatz von molybdiénsaurem Ammoniak, Er- 
hitzen) und auf Stickstoff (Gliihen mit metall. Natrium, Auf- 
ldsen in Wasser, Zusatz von Ferrichlorid und Ferrosulfat, An- 
siiuern mit HCl zum Zwecke der Berlinerblaureaktion) an- 
gestellt: weder N noch P fanden sich auch nur in Spuren. 
Bei der trocknen Destillation trat deutlicher Acroleingeruch 
auf. Die Substanz ist hierdurch als Fett charakterisiert. 

Das alkoholische Fillrat wurde bei 45° zur Hiilfte eingedampft : 
noch einmal kam in der Kiilte eine miBige Menge des gleichen 
Niederschlages heraus, der sich in jeder Beziehung wie der 
zuerst gewonnene verhiell, keine Spur von Stickstoff und Phos- 
phor enthielt. 

Auch aus dem 3. Extrakt schied sich eine erhebliche 
Menge desselben Niederschlages ab und eine weitere nach Ein- 
damptung auf die Hilfte des Volumens. Alle diese Niederschlage 
waren kristallinisch und erweisen sich in gleicher Weise als 
Fett. Die Extrakte 2 und 3 wurden jetzt zusammengegossen 
und wieder auf die Hiilfte eingedampft. Beim Stehen in der 
Kiilte sechied sich ein O| ab, das ebenfalls aus Fett bestand, 
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weder Stickstoff noch Phosphor enthielt. Erst bet nochmaliger 
Kindampfung auf die Halfte kam ein Ol heraus, das Spuren 
von Phosphor enthielt, und bei nochmaliger Eindampfung (also 
auf den 16. Teil der urspriinglichen Fliissigkeitsmenge) schied 
sich ein Ol ab, das deutliche Stickstoff- und Phosphorreaktion gab. 

Mehrere der N- und P-freien Niederschliige zusammen- 
getan, lieben sich mit Natriumalkoholat leicht verseifen, die 
Seife léste sich klar in Wasser; das daraus dargestellte Blei- 
salz war teilweise in Ather léslich, teilweise unléslich. 

4. Versuch. Ein grober Hund erhielt an 3 aufeinander 
folgenden Tagen je 0,03 g Phosphor subkutan. Tod am 5. Tage. 
Die Leber war rotlich-gelb, wog 500 g. Im 2. Extrakte entstand 
in der Kiélte ein reichlicher kristallinischer Niederschlag, der 
sich genau wie im vorigen Versuch verhielt, keinen Stickstoff 
und keinen Phosphor enthielt. Auch das 3. Extrakt verhielt 
sich so, ebenso beide Extrakte beim weiteren Eindampfen. Bei 
immer weiterer Konzentration blieb schlieblich ein ganz geringer 
Teil von dem aus Alkohol Herausgekommenen in Ather un- 
lOslich, erst als zur Trockne eingedampft wurde, war dieser 
iitherunlosliche Teil erheblich. 

Versuch. Ein mittelgrober Hund erhielt an 2 durch 
einen freien Tag getrennten Tagen je 0,015 und 0,02 g Phos- 
phor. Am 5. Tage trat der Tod ein. Die Leber war rétlich-gelb 
und wog 300 ¢. Die 3 Extrakte wurden in der iiblichen Weise 
hergestellt. Aus dem ersten kam ein flockig-weiber kristallinischer 
Niederschlag heraus, der eine Andeutung von P- und N-Reaktion 
gab, sich im tibrigen wie die andern gewonnenen Niederschlage 
verhielt (sich in Ather glatt liste). Die gréBte Menge kam wie 
gewOhnlich aus dem zweiten Extrakte heraus. Sie hatte in jeder 
Beziehung die gleichen Eigenschaften wie in den anderen Fiillen, 
zeigte besonders schon ausgebildete Kristalle. Die Substanz 
zeigte auch hier keme Spur einer Stickstoff- oder Phosphor- 
reaktion, ebensowenig die geringe Menge Kristalle, die sich 
nach Eindampfung auf die Halfte abschieden. Ebenso verhielt 
sich das dritte Extrakt. Bei noch weitergehender Eindampfung 
kamen Kristalle nicht mehr heraus, sondern nur eine geringe 
Menge OI. 
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Um die am Niederschlage haftende Fliissigkeitsmenge (die 
stets starke P- und N-Reaktion gab) herauszuwaschen, wurde 
kalter Alkohol verwendet (in dem Protagon unloslich ist). Auch 
dieser zum Auswaschen benutzte Alkohol wurde auf ein kleines 
Volumen eingedampft: in det Kiélte kam aus ihm noch eine 
geringe Menge des gleichen nun genugsam beschriebenen Nieder- 
schlages heraus. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, dafi der hierbei nach 
der Waldvogelschen Methode aus Phosphorlebern gewonnene 
Niederschlag nicht aus Protagon bestand. Es ist sicher, dal 
statt dessen auf die angegebene Weise aus der Leber 
von mir nur reines Fett gewonnen wurde. Ebenso sicher 
ist, daly Waldvogel bei seinen Versuchen in den Fallen, in 
denen er einen N-Gehalt von 4°/o fand, einen andern Korper in 
den Hiinden gehabt haben mul. Welcher Natur dieser ist, ent- 
zieht sich der Beurteilung; ihn als Protagon anzusprechen, dafiir 
reichen die angegebenen Merkmale, wie oben angefiihrt wurde, 
nicht aus. Es ist iibrigens hervorzuheben, dab aus den Mitteilungen 
Waldvogels nicht hervorgeht, ob er in jedem seiner Fiille 
den auf die beschriebene Weise gewonnenen Korper so 
charakterisiert hat, wie er es angibt. Das scheint nicht der 
Fall zu sein. Wenigstens erwiihnt er die beiden Zahlen fiir 
den N-Gehalt (4,0 u. 4,08) sowohl in seiner mit Tintemann 
gemeinsam herausgegebenen Mitteilung iiber die Phosphorver- 
giftung, als auch in der iiber die autolytischen Versuche. Es 
scheinen also nur diese beiden Stickstoffanalysen gemacht zu 
sein. In den iibrigen Fiillen hiitte er dann einfach angenommen, 
dab die unter den angegebenen Bedingungen ausfallende Substanz 
aus Protagon bestehe.!) Sie kann aber auch ganz aus Fett 
bestehen, wie meine Untersuchungen lehren, und selbst wenn 
ihr Protagon beigemischt sein sollte, wiire es nicht gut moglich, 
die Trennung der beiden Substanzen in der Weise zu erreichen, 
wie es Waldvogel will: er lost in warmem Alkohol und_ be- 
trachtet das, was in der Kiilte ausfiillt, als Protagon. Aber 

') Man kann sich z. B. schwer vorstellen, dafi§ W. in den Fiillen, 


in denen er sehr geringe Mengen von Protagon fand (z. B. 0,002°)), 
dieses anders als durch das mikroskopische Aussehen charakterisiert hat. 


| 
4 


Zur Chemie der Phosphorleber. 377 


Fett lost sich doch ebenfalls in warmem Alkohol und kommt 
in der Kilte wieder heraus. Wie sich endlich beide Korper 
in ihren LOsungs- und Ausfillungsverhiiltnissen beeinflussen, 
ist giinzlich unbekannt. Diese letzte Betrachtung fiihrt uns 
auch auf den Grund, aus dem es gerade bei den «lipoiden 
Substanzen» besonders miblich ist, aus den Resultaten der 
Extraktion mit den verschiedenen LoOsungsmitteln quantitative 
Schliisse in bezug aur die einzelnen im Extrakte enthaltenen 
Korper zu machen. Das macht gerade das Arbeiten mit 
diesen Substanzen so schwierig, daf sie in hohem Mabe 
die Fihigkeit besitzen, sich gegenseitig in Lésung zu 
halten oder auszufillen. 

Dies gilt nicht nur vom Protagon, das gilt auch von dem 
Lecithin und ebenso von dem Jecorin, das Waldvogel eben- 
falls quantitativ bestimmt. Hier aber auch nur anniihernde 
Werte oder gar solche zu erhalten, aus denen sich irgendwelche 
Schliisse in bezug auf den Ubergang der einzelnen Substanzen 
ineinander ergeben konnten, diirfte zu den absoluten Unmog- 
lichkeiten ziéhlen. Schon der Umstand, das Jecorin, obgleich 
es in Alkohol unléslich ist, doch in das alkoholische Extrakt 
der Leber iibergeht, miifte stutzig machen. Es ist ja richtig, 
dai das Jecorin, nachdem es wiederholt gelést und durch 
Alkohol wieder gefillt und schlieBlich im Exsikkator  iiber 
Schwefelsiiure getrocknet ist, sich in wasserfreiem Ather nicht 
mehr lost. Hierauf aber ein quantitatives Verfahren zu griinden, 
scheint doch nicht berechtigt zu sein. Waldvogel geht bei 
der Jecorinbestimmung in der Weise vor, er den im 
Kxsikkator getrockneten Alkoholriickstand zuerst mit Ather, 
dann mit Alkohol und endlich mit Wasser behandelt. Nur was 
schheblich vom Wasser aufgenommen wird, nennt er Jecorin. 
sicher erhilt er hierbei einen Teil des Jecorins. Wieviel aber 
bereits vorher in das Alkohol- und Atherextrakt hineingegangen 
ist, entzieht sich jeder Schiitzung. Wie sehr das Jecorin durch An- 
wesenheit anderer «lipoider Substanzen» in seinen Loslichkeits- 
verhaltnissen beeinfluBt wird, geht aus folgenden Versuchen hervor. 

Jecorin gewann ich zum Zwecke anderer Untersuchungen, 
iiber die spiiter berichtet werden wird, nach einer Modifikation 
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des Drechselschen!) Verfahrens. Diese Substanz zeigte alle 
Kigenschaften, die ftir Jecorin als charakteristisch angegeben 
werden (Loslichkeit, Fallbarkeit, Reduktionsvermoégen, Baldi- 
sche Reaktion),?) war aber nach der ersten Fallung mit Alkohol 
selbst nach Trocknung im Exsikkator unter der Luftpumpe in 
Ather léslich, offenbar durch eine Substanz, die ihm noch bei- 
gemischt war. Durch wiederholte Umfallung mit Alkohol gelang 
es, diese zu beseitigen: das Alkoholatherfiltrat der Fallung gab 
mit Aceton noch eine weitere Fallung, und der auf solche Weise 
abgetrennte Koérper, dessen Natur dahingestellt bleiben mag, 
zeigte die Loslichkeitsverhiltnisse des Lecithins, reduzierte aber 
noch ziemlich stark. 

Das so gereinigte Jlecorin war, nachdem es unter der 
Luftpumpe iiber Schwefelsiiure getrocknet war, in Ather vollig 
unloslich, 

Ks wurde hiervon eine geringe Menge pulverisiert, mit 
Ather einige Zeit im Reagensglase geschiittelt: die ganze Menge 
blieb ungelést, und abfiltrierten Ather gab Alkohol keine 
Spur von Fallung. Es trat jedoch augenblicklich vollige Losung 
ein, sobald zu dem Ather ein Tropfen Wasser gesetzt wurde. 
Aus dieser Losung konnte das Jecorin durch Alkohol in dichten 
Klocken gefiillt werden. 

Jetzt wurde eine Losung von Lecithin *) (das ebenfalls im Ex- 
sikkator getrocknet war), in Ather zu dem Gemisch von Ather und 
trockenem Jecorin hinzugefiigt: sofort begann sich das Jecorin zu 
ldsen und nach weiterem Zusatz von (getrocknetem) Lecithin trat 
vollige LOsung ein, Aus dieser LOsung lief sich das Jecorin durch 
Alkohol wieder indichten Flocken ausfiillen. Die atherische Lecithin- 
lOsung gab eine solche Fillung mit Alkohol selbstverstandlich nicht. 

Auch eine Lisung von Olivendl in Ather liste einen Teil 
des hinzugetanen trockenen Jecorins; auch hier war durch 

') Journ. f. prakt. Chem., N. F., Bd. XXXII, S. 425. 

Zeitschrift f. Biol, Bd. XXXIIT, 85. 

*) Archiv fiir Anat. u. Physiol., physiol. Abteil., Supplem.-Band, 
S. 100, 1887. 

*) Lecithin von der Firma Riedel, durch wiederholte Umfiillung 
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Zusatz von Alkohol eine deutliche Fiillung zu erzielen. Die 
iitherische Losung des Olivendls gab mit Alkohol in’ keinem 
Verhiiltnis eine Fillung. 

Noch leichter trat die Lisung des Jecorins in Ather bei 
folgenden Versuchen ein: 

Kine geringe Menge des durch wiederholte Umfiillung ge- 
reinigten, im Exsikkator getrockneten Jecorins wurde zusammen 
mit etwa der gleichen Menge Lecithin in wasserhaltigem Ather 
velist, der Ather verdampft, das Ganze im Exsikkator unter 
der Luftpumpe getrocknet. Das getrocknete Gemisch lOste sich 
jetzt leicht in Ather, das Jecorin lie} sich durch Alkohol wieder 
in dichten Flocken ausfillen. 

Die obenerwahnte, bei der Alkoholfiillung des Jecorins 
im Alkoholitherfiltrat bleibende Substanz wurde nach Abdampfen 
der Fliissigkeit zusammen mit einer beliebigen Menge getrockneten 
Jecorins in wasserhaltigem Ather gelést. Nach dem Trocknen im 
Exsikkator liste sich dies Gemisch leicht wieder in Ather: das 
Jecorin lieb sich durch Alkohol wieder in dichten Flocken ausfiillen. 
Hiermit ist aufs deutlichste bewiesen, daf nicht nur eine kiinst- 
liche Vermengung anderswie gewonnenen Lecithins mit dem Leber- 
Jecorin letzterem die Eigenschaft der Atherlislichkeit erteilt, 
sondern da auch in der Leber selbst eine derartige Substanz 
vorkommt: entfernte man diese durch Umfiillen, so wurde das 
Jecorin. nach der Trocknung iitherunloslich, setzte man_ sie 
wieder zu, so war die Léslichkeit wiederhergestellt. 

Der vermutete gegenseitige Einflub dieser Substanzen auf 
ihre Loslichkeit ist also durch diese Versuche direkt bewiesen. 
Wahrscheinlich ist diese Fiihigkeit wechselnd nach den ver- 
schiedenen Mengenverhiltnissen der einzelnen Korper. Hieriiber 
etwas auszusagen, sind wir giinzlich auberstande. Wie un- 
moglich es aber ist, das, was nach der Extraktion mit Ather 
und Alkohol schlieBlich in Wasser l6slich ist, als die Gesamt- 
menge des Jecorins anzusprechen oder iiberhaupt eine irgend- 
wie annihernd quantitative bestimmung dieser Sub- 
stanzen dureh aufeinanderfolgende Behandlung ithres 
Gemisches mit Ather, Alkohol und Wasser zu erreichen, 
diirfteaus demGesagten geniigend deutlich hervorgehen. 
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Da also irgendwelche Methoden zur quantitativen Be- 
stimmung aller dieser «lipoiden Substanzen» bis jetzt nicht zu 
Gebote stehen, so kann auch die Berechtigung nicht anerkannt 
werden, aus den Ergebnissen solcher einfacher Trennungen 
mittels verschiedener Losungsmittel irgendwelche Schliisse zu 
ziehen hinsichtlich der prinzipiellen Frage, die eigentlich den 
Ausgangspunkt der ganzen Untersuchungsreihe Waldvogels 
hildet, der Frage nach dem Ubergange der EiweifSkorper in 
Fett. Doch muB ich es mir versagen, auf diese Fragen niher 
einzugehen. Denn es war keineswegs meine Absicht, eine ein- 
gehende Kritik der Befunde Waldvogels zu liefern; ich hielt 
es aber doch fiir wiinschenswert, die abweichenden Ergebnisse 
meiner Untersuchungen bekannt zu geben und im Anschluf 
daran auf die Schwierigkeiten hinzuweisen, die sich den Ver- 
suchen, irgendwelche quantitativen Beziehungen zwischen 
jenen Substanzen zu finden, entgegenstellen. 

Zum Schlusse modchte ich nicht verfehlen, Herrn Professor 
Thierfelder fiir das andauernde liebenswiirdige Interesse, das 
er meinen Untersuchungen entgegengebracht hat, meinen auf- 
richtigsten Dank abzustatten. 
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Die Endprodukte der Pankreasselbstverdauung. 
IV. Mitteilung. 
Von 
Kutscher und Lohmann. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1905. 


In einigen fritheren Abhandlungen haben wir gezeigt, dab 
die «Lysinfraktion», die man aus den Produkten der Pankreas- 
selbstverdauung darstellen kann, nicht einheitlich ist.4) Wir 
haben daraus eine «Lysinfraktion im engeren Sinne» und eine 
-Cholinfraktion» erhalten kénnen. Wir stellten zu diesem Zweck 
aus den Wolframaten der «Lysinfraktion» die freien Basen dar, 
fillten dieselben nach der Vorsehrift Kossels mit alkoholischer 
Pikrinsiure. Die in Alkohol schwerldslichen Pikrate  stellten 
die «Lysinfraktion im engeren Sinne» dar. Aus ihr vermochten 
wir durch Pikrolonsiiure ein in Wasser schwerloésliches Pikro- 
lonat zu gewinnen. Wir haben dieses Pikrolonat stets, aber 
immer in sehr geringen Mengen erhalten. Um etwas Weiteres 
iiber die hier an Pikrolonsiiure gebundene Base zu erfahren, 
haben wir das Pikrolonat durch Schwefelsiiure zersetzt, die 
Pikrolonsiiure mit Ather entfernt, die Schwefelsiiure durch 
Baryt, den Baryt durch Kohlensiiure abgeschieden. Die freie 
dase erhielten wir so nach dem Einengen als stark alkalisch 
reagierenden Sirup, der keine Neigung zur Kristallisation zeigte. 
Auch das Chlorid, das wir daraus darstellten, wollte nicht 
kristallisieren. Das Platinat sowohl wie die Goldverbindung 
war in Wasser und Alkohol leicht léslich, aber ebenfalls nicht 
zum Kristallisieren zu bringen. Nur Pikrinsiéiure und Pikrolon- 
siure lieferten analysierpare Verbindungen, doch reichten die 
Mengen nicht fiir ausfiihrliche Analysen. 

Die in Alkohol leichtléslichen Pikrate befreiten wir vom 
Alkohol, zersetzten sie durch Salzsiiure, entfernten die Pikrin- 
siure durch Ather, nahmen die so erhaltenen Chloride schlieBlich 

4) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 159 und Bd. LXI, S. 331, 
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mit Alkohol auf und fiallten mit alkoholischer Quecksilberchlorid- 
losung. Die Fiillung stellte die «Cholinfraktion» dar. Wir haben 
in letzter Zeit nochmals die «Cholinfraktion» niher untersucht, 
nachdem sich bei Arbeiten von Martin Schenck iiber die Hefe 
gezeigt hatte, dab, wenn sich bei der Autodigestion Penta- und 
Tetramethylendiamin bilden, diese stets zum Teil in die «Cholin- 
fraktion» gehen. 

Wir iiberlieBen ca. 5 Kilo Schweinepankreas der Auto- 
digestion bis zum Verschwinden der Biuretreaktion, stellten die 
Cholinfraktion dar, zersetzten sie mit Schwefelwasserstoff, engten 
das Filtrat vom Schwefelquecksilber zum Sirup ein, nahmen 
einen Teil davon mit Alkohol auf und fiillten mit alkoholischer 
Platinchloridl6sung. Von dem umbkristallisierten Platinat be- 
nutzten wir den zuerst kristallisierenden, also jedenfalls am 
schwersten léslichen Anteil zu einer Platinbestimmung. 

0.1741 ¢ Substanz gaben 0,0542 ¢ Pt = 31,86°%o Pt 
Cholinplatinat verlangt 31,64° 0 Pt. 

Auch sonst erhielten wir keinen Anhalt dafiir, daf in der 
Cholinfraktion noch eine andcre Base steckte. Da wir auch 
in diesem Versuch die «Lysinfraktion im engeren Sinne» ver- 
veblich auf die Gegenwart von Penta- und Tetramethylendiamin 
untersuchten, miissen wir an unserer friiheren Angabe festhalten: 
Benutzt man zur Autodigestion des Pankreas  lebendfrische 
Organe (dies ist bei der bekannten Fiiulnisfihigkeit des Pankreas 
durchaus notwendig), schlieBt man ferner bei der Autodigestion 
die Faulnis sorgfiiltig aus, so findet sich unter den Produkten 
der Selbstverdauung kein Penta- und Tetramethylendiamin. 

Des weiteren haben wir namentlich versucht, das Filtrat 
von der Cholinfraktion aufzuteilen. Wir verfuhren dabei in 
folgender Weise. Das Filtrat wurde abwechselnd mit alkoho- 
lischer Quecksilberchlorid- und alkoholischer Natriumacetatlosung 
versetzt, bis eine Probe auf Zugabe der genannten Reagentien 
nicht mehr einen Niederschlag gab. Es bildete sich eine sehr 
voluminése Fiillung. Dieselbe wurde nach 24 Stunden abgesaugt 
und mit alkoholischer Quecksilberchloridlésung, der alkoholische 
Natriumacetatlésung zugefiigt war, gewaschen. Den Niederschlag 
trugen wir in Wasser ein; dabei léste sich bereits in der Kite 
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ein betriichtlicher Teil desselben. Den in kaltem Wasser un- 
loslichen Anteil kochten wir mehrmals mit Wasser. Als sich 
nichts mehr davon zu lOsen schien, schwemmten wir ihn in 
Wasser auf und zersetzten ihn mit Schwefelwasserstoff, Nach 
Entfernung des Schwefelquecksilbers, Einengen der Fliissigkeit 
etc. erhielten wir schlieBlich einen Sirup, der sich glatt in kaltem 
Athylalkohol liste, aber nicht zum Kristallisieren zu bringen war. 
Wir stellten deshalb aus ihm die freien Basen dar, indem wir 
durch Silbersulfat die Salzsiiture, durch Schwefelwasserstolf das 
Silber, durch Baryt die Schwefelsiure und durch Kohlensiiure 
den iiberschiissigen Baryt entfernten. Die freien Basen bildeten 
schlieBlich emen stark alkalisch reagierenden Sirup. Leider 
verloren wir durch Sprung des Becherglases den gréBten Teil 
davon, doch konnten wir mit dem verbliebenen Rest) noch 
folgende Versuche anstellen. Wir versetzten ihn nach der Vor- 
schrift Kossels mit alkoholischer Pikrinsiiure. Das sich ab- 
scheidende Pikrat wurde aus Wasser umkristallisiert. Danach 
glich es in seinem Aussehen dem Lysinpikrat. Auch die Analyse 
stimmte zu Lysinpikrat. 


0.1796 ¢ Substanz gaben 30,3 ccm N; T. = 12,59; Ba = 725 mm 
Fiir Lysinpikrat berechnet: Grefunden : 
N == N-= 


Der Explosionspunkt lag aber auffallig tief. Die Substanz ex- 
plodierte namlich ganz scharf bei 240° C., withrend wir im Durch- 
schnitt fiir Lysinpikrat 252—255° als Explosionspunkt erhielten. 
Die Mutterlauge von diesem Lysinpikrat enthielt noch eine andere 
Base, die durch Pikrinsiiure nicht mehr fallbar war, auch sonst 
schwer zuganglich erschien, da die gewOhnlichen Fiillungsmitte! 
versagten. Die geringe Menge, welche uns von diesem Korper noch 
zur Verfiigung stand, verhinderte eine genauere Untersuchung. 

Der in Wasser leicht losliche Anteil der Quecksilberfillung 
wurde ebenfalls durch Schwefelwasserstoff zersetzt. Wir gewannen 
schlieblich daraus einen Sirup, der leicht in Wasser und kaltem 
Athylalkohol lislich, aber nicht kristallisierbar war. Auch hier 
stellten wir wie oben die freien Basen dar, die wir mit alkoholischer 
Pikrinsiture fillten. Die Fiillung bestand aus Lysinpikrat, wie 
eine Analyse der aus Wasser umkristallisierten Substanz zeigte. 


Kutscher und Lohmann. 


0.1714 g Substanz gaben 28 ccm N; T. = 12,5°; Ba = 731,5 mm 
Fiir Lysinpikrat berechnet: Gefunden: 
N = 18,7°Jo N = 19,1% 


Der Explosionspunkt wurde bet 255° gefunden. 

Die Mutterlaugen, die wir von diesem Pikrat erhielten, 
engten wir stark ein. Der Riickstand lieB sich jetzt durch 
Alkohol in eine schwerldsliche und eine leichtlésliche Fraktion 
teilen. Aus dem in Alkohol schwerléslichen Anteil entfernten 
wir durch Schwefelsiiure und Ather die Pikrinsiiure, die Schwefel- 
siure durch Baryt, den Baryt durch Kohlensiiure. Nach dem 
Kinengen kristallisierte dieser Teil, dessen Losung das_polari- 
sierte Licht nach links ablenkte, wahrend das freie resp. kohlen- 
saure Lysin rechts dreht. Die Kristalle schmeckten siiB, gaben 
bei der Oxydation mit Schwefelsiiture und Bichronat Phenyl- 
acetaldehyd und Benzoeséue. Mit Phenyleyanat wurde aus 
ihnen eine kristallinische bei 182° schmelzende Verbindung ge- 
wonnen. Es lag also Phenylalanin vor. Dieser Befund kann 
nicht weiter iiberraschen, nachdem durch Schulze und Winter- 
stein!) entgegen der gegenteiligen Behauptung Hausmanns?) 
die Fallbarkeit des Phenylalanins durch Phosphorwolframsiure 
erwiesen worden. ist. 

Aus der in Alkohol leichtléslichen Fraktion konnten  hin- 
gegen bisher kristallinische Produkte nicht gewonnen werden. 

Wir haben dann das Filtrat der zweiten Quecksilber- 
fiillung, die wir, wie vorstehend geschildert, aufzuteilen ver- 
suchten, niiher darauf gepriift, ob sich in demselben noch 
erohere Mengen durch Phosphorwolframsiiure fillbarer Ver- 
bindungen finden. Zu diesem Zweck verjagten wir daraus den 
Alkohol, schwemmten den zum groBen Teil in Wasser unlos- 
lichen Riickstand in Wasser auf und zersetzten ihn mit Schwefel- 
wasserstoff, Nach Entfernung des Schwefelquecksilbers und des 
Schwefelwasserstoffes erhielten wir mit Phosphorwolframsiure 
nur einen geringen Niederschlag. Demnach werden durch al- 
koholische Quecksilberchloridlésung im Verein mit alkoholischer 
Natriumacetatlésung die Kérper der Lysinfraktion anniihernd 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, 8. 574. 
*) Diese Zeitschrift, Bd, XXIX, 5. 138, 
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quantitativ abgeschieden. Ubrigens haben wir uns noch durch 
einen besonderen Versuch davon iiberzeugt, daf namentlich 
Lysindichlorid durch Quecksilberchlorid -+- Natriumacetat in 
alkoholischer Losung gefillt wird. Die Fiallung ist amorph. 

EKingehender haben wir uns dann noch mit der Frage 
beschiittigt, ob bei der Pankreasselbstverdauung sich regel- 
miibig Uracil oder Thymin bildet. Zahlreiche Versuche, die von 
Kutscher bereits friiher in dieser Richtung angestellt’ waren, 
hatten ein negatives Resultat ergeben, so dal Kutscher 
schlieblich zur Thymusdriise griff, um die Frage zu entscheiden, 
ob sich bei der Autodigestion der Organe Thymin und Uracil 
bilden koOnnen. In der Tat gelang hier der Nachweis dieser 
KOrper.!) Die Methode, welche von Kutscher zur Gewinnung des 
Thymins und Uracils aus den Verdauungsprodukten der Thymus 
benutzt wurde, hat Levene?) in ganz ihnlicher Form auf das 
Pankreas angewandt. Er gibt an, damit dort Uracil gewonnen 
zu haben, das er durch Analyse als solches identifizierte. Wir 
haben eine Nachprtifung dieser Angabe, die zu den Erfahrungen 
Kutschers im Gegensatz stand, vorgenommen. Wir gingen 
dabei wie folgt vor. 2 kg lebendfrische Bauchspeicheldriisen 
vom Schwein wurden feingehackt unter Chloroformwasser *) 
der Selbstverdauung bei 37° iiberlassen, bis die Verdauungs- 
nur spurenhafte Biuretreaktion zeigte. Die Ver- 
dauungsfliissigkeit wurde nun aufgekocht und bis zur beginnenden 
Abscheidung des Tyrosins eingeengl. Das auskristallisierte Tyro- 
sin saugten wir ab, wuschen es sorefiltig aus, vereinigten das 
Filtrat mit den Waschwiissern und fiillten durch Baryt die 
Phosphate aus. Dieselben wurden entfernt, das Filtrat durch 
Kohlensiiure vom tiberschiissigen Baryt befreit. Darauf engten 
wir es ein, siuerten mit Salpetersiiture schwach an, schieden 
die Alloxurbasen durch 20°/oige Silbernitratlbsung ab. In diesen 
Niederschlag gehen allerdings noch eine Reihe anderer Sub- 
stanzen, deren Silberverbindung in starkem Ammoniak loOslich 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 114. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, 5. 527, 

*) Siehe Miintz, C. R. de VAcadémie des sciences, Bd. LXXX, 
S. 1250; auch Salkowski, Deutsche med. Wochenschrift, Nr. 16, 1888. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XLIV. 25 
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ist, hinein: wir werden tiber diese Korper in einiger Zeit aus- 
fiihrlicher berichten. Er ist aber frei von Uracil. Das Filtrat 
dieses ersten Niederschlages versetzten wir mit 20°/oiger Silber- 
nitratlosung, bis eine Probe mit Barytwasser eine braune Fiillung 
gab: nachdem dieser Punkt erreicht war, setzten wir vorsichtig 
Barytwasser zu, bis eine Probe mit starker Silbernitratlosung 
und etwas Ammoniak keine Fallung mehr gab. Von Kutscher!) 
ist an anderen Stellen dieser Zeitschrift des niiheren  erortert 
worden, warum in diesem Niederschlag auch das Uracil sich 
finden mub, wenn sich welches gebildet hat. Der Niederschlag, 
der der «Histidinfraktion» entspricht, wurde abgesaugt, mit Wasser 
verrieben, mit etwas Schwefelsiiure angeséuert und mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Das Filtrat vom Schwefelsilber fallten wir 
nach Vertreibung des Schwefelwasserstoffs vorsichtig mit Phos- 
phorwolframsaure aus. Diese Fiillung mufte das Histidin und 
eventuell das Cytosin aufgenommen haben. Das Filtrat  be- 
freiten wir durch Baryt von Phosphorwolframsiiure und Schwefel- 
siiure, beseitigten den tiberschiissigen Baryt durch Kohlensiiure 
und engten ein. Es kristallisierte nur ein wenig Tyrosin aus, 
dagegen keine Spur von Thymin und Uracil. Ubrigens fiel uns 
auf, dab diese Fraktion sehr starke Tryptophanreaktion gab. 
Leider stand uns nicht reines Tryptophan zur Verfiigung, so 
wir dessen Verhalten gegen Silbernitrat Baryt nicht 
priifen konnten. Da die «Argininfraktion» die Tryptophanreaktion 
nur spurenhaft gab, verhielt) sich in unserem Falle die mit 
Chlorwasser reagierende Substanz wie Thymin. Auch durch 
Silbernitrat und vorsichtigen Zusatz von Ammoniak wurde sie 
niedergeschlagen. Wir konnten die gleiche Beobachtung noch 
zweimal machen. Sollte reines Tryptophan in gleicher Weise 
mit Silbernitrat reagieren, so wire eine weitere brauchbare 
Methode zur Isolierung dieses KoOrpers neben der von Cole 
und Hopkins ausgearbeiteten gegeben. 

Wir machten schlieBlich noch folgenden Versuch, um das 
Uracil aus dieser Fraktion zu isolieren. Sie wurde mit Wasser 
aufgenommen und durch 20°/oige Silbernitratlbsung -- Am- 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, 8S. 116, und Bd. XXXVIIT, 5. 116. 
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moniak ausgefallt. Die reichliche Fiillung saugten wir ab, zer- 
setzten sie in der Warme mit tiberschiissiger Salzsiiure, ent- 
fernten das Chlorsilber und dampften das Filtrat auf dem Wasser- 
bade zur Trockne ab. Dabei schieden sich reichlich Humin- 
substanzen ab. Wir nahmen den Riickstand mit siedendem 
Wasser auf, entfairbten mit Tierkohle und engten zum Sirup 
ein. Dieser erstarrte nach kurzer Zeit zu einer festen Kristall- 
masse. Die anhaftende Mutterlauge lie} sich durch Alkohol ent- 
fernen. Die Analyse des aus Wasser umkristallisierten Koérpers 
zeigte, daB salzsaure Glutaminsiiure vorlag. 


0.1772 g Substanz gaben 11,6 ccm N; T. = 14,59; Ba = 736.5 mm 
Gefunden: N = Berechnet: N = 7,6°/o 


Zwei andere gleichartige Versuche gaben dasselbe Resultat. 
Wir sehen infolgedessen von einer niiheren Schilderung ab. 
Demnach treten Thymin und Uracil sicher nicht regelmibig 
bei der Pankreasselbstverdauung auf. 


Zu der Methode, die zur [solierung des Thymins resp. Uracils aus 
Verdauungsgemischen fiihrte, macht Herr Jones in dieser Zeitschrift, 
Bd. XLH, S. 42, die Bemerkung: «Die Methode, deren sich Kutscher 
zur Isolation dieser Substanz bediente, ist nicht verschieden von der, die 
seinerzeit vom Verfasser (Jones) in Kossels Laboratorium zur An- 
wendung gebracht wurde.» Nun, so ganz identisch ist das von mir be- 
nutzte Verfahren doch nicht, das wird jeder merken, der nach der in 
Bd. XXIX (1900) dieser Zeitschrift ver6ffentlichten originalen Methode des 
Herrn Jones zu arbeiten versuchen wird. Im tibrigen mégen mir einige 
Worte dariiber gestattet sein, wie das Prinzip dieser Methode entstanden 
ist. Bei meinen Arbeiten tiber das «Antipepton» machte ich die Be- 
obachtung, dafi man die Alloxurbasen, Histidin und Arginin, durch thre 
Silberverbindungen von einander trennen kann, da die Silberverbindungen 
der Alloxurbasen in schwacher Salpetersiiure unléslich sind, das Histidin- 
silber bei schwach alkalischer Reaktion, das Argininsilber erst bei staérkerer 
alkalischer Reaktion der Flissigkeit ausfillt. Bereits in meiner Habilitations- 
schrift (1899) habe ich von diesem Prinzip Gebrauch gemacht und es ver- 
Offentlicht. Herr Jones wandte lediglich das von mir gefundene Prinzip 
fir das Thymin an, Ich kann daher der obigen Ausfiithrung des Herrn 
Jones, ich hiitte seine Methode benutzt, nicht beistimmen, umgekehrt 
ist die Sache richtiger. 


Kutscher. 
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Zur Bestimmung der Glukuronsaure. 
Von 


B. Tollens. 


(Der Redaktion zugegangen am 2. April 1905.) 


In einer interessanten Abhandlung') tiber die «quantitative 
Bestimmung gepaarter Glukuronsiiuren» geben C. Neuberg und 
W. Neimann eine auf die Uberfiihrung der Glukuronsiiure 
in Zuckersiiure gegriindete Methode zur Bestimmung der obigen 
Stoffeim Harn. Sie sagen dabei in einer Anmerkung zu 5. 128 129, 
dah «die gepaarten Glukuronsiiuren bei der Salzsiiture- 
destillation wechselnde und durchaus nicht die theo- 
retischen Mengen Furfurol geben», und man_ koénnte 
hieraus folgern, dab die von mir in Gemeinschaft mit de 
Chalmot?) und Mann*) gefundene Bestimmungsmethode der 
Glukuronsidure in gepaarten Glukuronsiuren (Euxanthin- 
sdure, Urochloralsiiure usw.) wertlos sei, denn meine Methode 
beruht auf der Destillation der betreffenden Stoffe mit 
Salzsaure von 1,06 spezifischem Gewicht und der Bestimmung 
des hierber entstehenden Furfurols. 

Kine solche Folgerung ist keineswegs berechtigt. Wenn 
auch die bei den genau beschriebenen Bedingungen meiner 
Methode entstehenden Furfurolmengen «durchaus nicht der 
Theorie entsprechen», weil stets ein Teil des Furfurols zer- 
stort wird, so sind sie doch nicht so sehr «wechselnd», wie 
man nach der Auberung von Neuberg und Neimann denken 
kann, und eine annihernde Bestimmung der in den obengenannten 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 127 (1905). 
2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXV, S. 2569 (1892). 
*) Ann. d. Chem., Bd. CCXC, S. 157. 
Gottinger Dissert. von Dr. F. Mann, 1894. 
Siehe auch Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXIX, Ref. 5. 280 (1896). 
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Stoffen enthaltenen Glukuronsiiure ist nicht nur moglich, 
sondern sie ist von Mann und mir mit folgenden Resultaten 
ausgefiihrt worden, bei welchen, wenn geringere Mengen der 
Glukuronsiiuren angewandt waren, die gréBeren und bei groberen 
Mengen die geringeren Prozentzahlen erhalten worden. sind. 


Glukuronsiureanhydrid, C,H,O,, gab 15,23 bis 17,23°,0 Furfurol 


Euxanthinsdure. . -..... » 616 » 7,15°%o 
Urochloralsdure. ....... 990 » 10,30% > 
Urobutylchloralsaures Kalium . » 10.27% > 


Nimmt man die bei kleineren Mengen des freien Glukuron- 
siureanhydrids erhaltene Furfurolausbeute von 17,23°/0 als 
Grundlage, so ergibt sich das folgende: 


Theoretischer Dies entspricht den 
Erhaltene folgenden Prozenten 


Glukuronsiiure- 
Glukuron- Furfurol- 
anhydrid 


Gehalt an 


| ~Prozente in den angewandten 
| anhydrid | Stoffen 
| | 
616 35.7 
7,15 41,5 
Urochloralsiiure 990 57) 
‘ | Ok, ) ‘ 
CH, | 10,30 598 
| | | 
Urobutylchloralsaures Kalium | 8,74 50,7 
C, H,,C1,0, - K 10,27 59,6 


| | 


Man sieht, dai die Methode, wenn auch keineswegs be- 
friedigende, doch anniihernde!) Zahlen Jiefert, und da sie 
auch bei der Euxanthinsiiure und bei der Urochloral- 
siure brauchbar ist, bei welechen Neuberg und Neimann 
Miferfolg hatten, denn die Genannten haben aus Euxanthin- 
saure nur 60—70°/o der berechneten Menge an Zucker- 
saiure erhalten, bei der Urochloralsiure hat die Zuckersiure- 


') Bei Anwendung der Phloroglucinfillung des Furfurols unter 
Befolgung der von Kréber gegebenen Anleitung (s. Diese Zeitschrift, 
Bd. XXXVI, 3. 239) wird man wahrscheinlich bessere Zahlen gewinnen. 
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methode versagt, und eigentlich brauchbar ist nach Neuberg 
und Neimann die Zuckerséiuremethode nur bei der Pheny|l- 
glukuronsiiure. Folglich ist, sobald man die reinen gepaarten 
Glukuronsiuren abgeschieden hat, meine Methode der Fur- 
furoldestillation nach wie vor brauchbar zur annihernden 
Bestimmung der darin befindlichen Glukuronsaure, 
und zwar wahrscheinlich brauchbarer als die Zuckersaure- 
methode, deren Anwendung beschrankt erscheint. 

Zur Bestimmung der Glukuronsiéure im Harn oder in 
Gemengen, welche auch Pentosane, Pentosen oder Nucleo- 
proteide enthalten, ist meine Methode nicht brauchbar, und 
ich habe hierzu die Furfuroldestillation auch nie empfohlen. 
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Beitrage zur Kenntnis des Hamatins. 


Von 
William Kiister. 


\Mitteilung aus dem chem. Institut der K. Tierarztl. Hochschule zu Stuttgart. 
(Der Redaktion zugegangen am 5. April 1905.) 


Inhaltsverzeichnis. Seite 


Experimenteller Teil. 
A, Die Untersuchung des bei der ersten Oxydation des Hiima- 
tins entstehenden wasserunléslichen Kérpers (Extraktion 
durch Salzséiure, Aschenbestimmungen, Finwirkung von 
konzentrierter Schwefelséure, Reduktion und Oxydation) 401-—408 
Oxydation des Himins durch Salpetersiure . . . . . 08—410 
C. Oxydation des Himatins durch Wasserstoffsuperoxyd . 4L0—412 
D. Oxydation des Hamatins in alkalischer Loésung . . . . 412—413 
EK. Oxydation des Himatoporphyrins durch Chromsiure in 
schwefelsaurer Ldsung 414-415 
F. Oxydation des Himatins durch Chromséure in essig- 


G. Untersuchung der Kalksalze, welche bei 
der Rohhamatinséuren erhalten wurden ...... . 418—421 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden unternommen, 
um weitere Aufkiirung tiber die Konstitution des Hiimatins 
C,,H,,0,N,Fe zu schaffen. Hatten doch meine bisher durch- 
gefiihrten Arbeiten nur iiber etwa die Hilfte der Kohlenstoff- 
bezw. der Stickstoffatome in bezug auf ihre Verkettung Auf- 
schluB gegeben, wonach 16 von den 34 Kohlenstoffatomen, 
2 von den 4 Stickstoffatomen in den bei der Oxydation ent- 
stehenden Hamatinsauren C,H,O,N resp. C,H,0, wiedergewonnen 
werden.!) Deren genau ermittelte Konstitution lief endlich den 
RiickschluB zu, dai die Hilfte des Hamatins ein substituiertes 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 1, Bd. XXIX, S. 185. 
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Pyrrol vorstelle.4) Es war also geboten, nach weiteren bei 
der Oxydation entstandenen Spaltungsprodukten erneut Umschau 
zu halten, da die friiheren Untersuchungen in bezug auf solche 
ein negatives Resultat ergeben hatten. 

Als ein geeignetes Objekt stellte sich fiir diese Zwecke 
auf den ersten Blick das Produkt dar, welches sich bei der 
Oxydation des in Eisessig gelésten Hiimatins durch Chromtrioxyd 
neben den Héimatinséiuren bildet und zwar in abnehmender 
Menge, je nachdem die Quantiliét des Oxydationsmittels 12—20 
Atomen Sauerstoff, auf eine Molekel Hiimatin berechnet, ent- 
sprach,?) und das sich unldslich abscheidet, sobald nach Ab- 
destillation des Essigs mit Wasser verdtinnt wird. Wie ich 
friiher schon erwiahnte, ist dics Produkt, bei aufeinanderfolgenden 
Operationen gewonnen, nicht gleichmabig zusammengesetzt, neben 
Kisen zeigte es stets einen Gehalt an Chrom.*) An verdiinnte 
Mineralsiiuren gab es aber nach einigem Auswaschen kein Eisen 
mehr ab und in Natronlauge, selbst in Natriumkarbonat war 
es langsam loslich, auch was die mineralischen Bestandteile 
betrifft; aus der alkalischen Losung lieB es sich endlich scheinbar 
unverindert durch verdiinnte Siuren wieder fiillen. 

Ich habe nun zuniichst eine Reinigung dieses Produkts 
angestrebt und dabei gefunden, dai konzentrierte Siéuren, am 
besten heibe 25°/oige Salzsiiure, reichlich Eisen und Chrom 
herausnehmen, daneben nicht unbedeutende Mengen von Hiamatin- 
siiure, der auch Oxalsiiure beigemengt sein kann. Auf diese 
Weise gelang es einige Male, das Chrom vollstindig zu ent- 
fernen, eine Konstanz im Eisengehalt zeigte sich aber nicht. 
Ein einheitliches Produkt diirfte somit nicht vorliegen, ein Ge- 
misch vielmehr, das vielleicht sogar manchmal unverindertes 
Hiimatin enthalten diirfte. Allerdings ist nicht anzunehmen, 
dal der gesamte, nach der erschépfenden Behandlung mit kon- 
zentrierter Salzsiiure verbleibende Eisengehalt unveriindertem 


1) Ann. der Chemie, Bd. CCCXYV, S. 174. Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges., Bd. XXXV, S. 2948. 

2) Erst bei Verwendung von 22 Atomen Sauerstoff verschwindet es. 

*) Wenn Calciumchromat an Stelle von Chromtrioxyd benutzt worden 
war, enthielt das Produkt auch Calcium. 
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Hiimatin entspriache, sonst miibte dessen Menge bedeutend sein. 
Legen wir naimlich den nmiedrigsten Eisengehalt, den solech ein 
Produkt enthielt, O0,868°/o, zugrunde, so wiirde sich daraus, da 
Hiimatin 8,83°/o Eisen enthalt, ein Gehalt von 
8.85 
9.8°/o Hamatin berechnen. Ein solcher wiirde sich aber wohl 
kenntlich machen, die alkalische Losung zeigt jedoch keinerlei 
Absorptiousstreifen. Hier und da scheinen aber, wie gesagt, 
doch geringe Mengen von Hiamatin noch vorhanden zu sein, 
denn ich habe aus einigen der Priiparate durch Behandeln mit 
konzentrierter Schwefelsiiture'!) oder mit Eisessigbromwasser- 
stoff?) ‘eine Substanz erhalten, deren Lisung gefiirbt ist und 
einen schwachen Streifen im Spektrum erkennen 1ibt. Bei 
anderen Praparaten trat das nicht ein. Jedenfalls steht der 
Korper dem Hématin insofern nahe, als auch ihm dureh kou- 
zentrierte Schwefelsiiure das Eisen entzogen wird. Ferner gab 
jedes der Priiparate — selbst die geringen Mengen, welche 
nach der Oxydation mit 20 Atomen Sauerstoff zuriickbleiben — 
beim Erhitzen mit Zinkstaub ein Destillat, welches den mit 
Salzsiiure befeuchteten Fichtenspan gerade so intensiv rotete, 
als wenn Hiimatin selbst zur Anwendung gekommen_ wiire. *) 
Endlich wurde aus manchen, nicht aus allen Proben durch 
Nencki-Zaleskis Methode Himopyrrol gewonnen, was wohl 
wieder fiir unverandertes Hamatin spricht. 

Die weitere Oxydation endlich der mit 25°/oiger Salzsiiure 
erschopfend extrahierten, also von beigemengter Hiimatinsiiure 
sicher befreiten Priparate, welche durch Salpetersiiure leicht 
erfolgt, mit Hilfe von Chromsiéure*t) aber nur schwierig von 


1, Sie wirkt auf die untersuchten Priiparate schneller ein als auf 
Haimatin. 

*) Das von Nencki und Sieber benutzte Mittel, um Hamatopor- 
phyrin zu gewinnen. 

5) Um Wiederholungen zu vermeiden, werde ich bei den folgenden 
Ausfithrungen kurz von «Pyrrolreaktion» sprechen, wenn die angegebene 
Probe ausgefiihrt wurde. 

*) Das Verhalten gegen Chromsiure ist bemerkenswert, Eisessig 
allein lést das Oxydationsprodukt des Hiaimatins auch im fein verteilten 
Zustande kaum auf, ein Zusatz von Chromtrioxyd bewirkt dann die 
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statten geht, lieferte neben harzigen Produkten Oxalsiiure, Bern- 
steinsdure und in einer Ausbeute von etwa 20 °/o Hiimatinsiure. 

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Untersuchungen sind 
nun wohl: 1. daB man Eisen und Hiimatinsiiure zu gleicher 
Zeit aus dem Oxydationsprodukt durch konzentrierte Siiuren 


herausl6sen kann. Das macht den Eindruck, als ob — ent- 
gegen friiheren Ansichten — der Teil des Hiimatins, welcher 


Hamatinsiiure bei der Oxydation gibt, mit dem Eisen ver- 
bunden ist; 2. dab, solange ein Abbau komplizierter Gebilde, 
welche vom Héamatin derivieren, stattfindet, sich auch Hiimatin- 
siiure bildet; 3. daB selbst die ganz geringen Mengen an Oxy- 
dationsprodukt, welche bei der Oxydation mit 20 Atomen Sauer- 
stoff pro Molekel Hiimatin tibrig bleiben, doch noch die Pyrrol- 
reaktion geben. 

Diese Resultate im Verein mit den von Zaleski!) aus- 
gefiihrten Molekulargewichtsbestimmungen am Mesoporphyrin, 
wonach in diesem noch alle 34 Kohienstoffatome, wie sie im 
Hiimatin vorliegen, vorhanden sind, eine Spaltung in zwei 
einander gleiche Teile, wie sie bisher angenommen wurde, bei 
der Bildung des Mesoporphyrins also nicht stattfindet, haben 
mich zur Uberzeugung gebracht, dab das friiher von mir be- 
nutzte Schema, welches den Aufbau der Hiimatinmolekel ver- 
sinnbildlichen sollte,?) nicht der Wirklichkeit entspricht, und 
dafi den Hiimatinsiiuren eine grébere Wichtigkeit in bezug auf 
die Hiimatinmolekel zuzuschreiben ist, als es bisher geschehen ist. 

Es kommt dazu, daB auch alle neueren Versuche, ein 
andersartiges Spaltprodukt zu isolieren, erfolglos geblieben sind. 
So wurde die nach erschépfender Extraktion durch Ather von 
Hiimatinsiiuren befreite schwefelsaure LOsung durch Sublimat 
oder Silbersulfat nicht veriindert, Gerbsiiure und Bromwasser 
erzeugten harzige Fiillungen, Phosphorwolframsiure gab endlich 


Lésung, aber die Reduktion des letzteren erfolgt nur sehr schwer. Das 
Himatin selbst verhiilt sich, wie ich gleich zeigen werde, unter bestimmten 
Bedingungen ganz anders. 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 73. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 9. Ann. der Chemie, Bd. CCCXYV, 
S. 184. 
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einen geringen Niederschlag, welcher isoliert werden konnte. 
Nach der Zersetzung durch Barytwasser und quantitativer Ent- 
fernung des Baryums wurde eine hornartige Masse organischer 
Natur erhalten, welche die Pyrrolreaktion gab. —- So wurde 
die, wie angegeben, von Hiimatinsiiuren befreite LOsung nach 
Entfernung des Chroms durch Kalilauge eingedamplt, dann vom 
ausgeschiedenen Kaliumsulfat abgesaugt, das Filtrat in Alkohol 
eingetragen, aus der weingeistigen Losung der Alkohol ab- 
destilliert, worauf schlieblich ganz geringe Mengen einer nach 
Malz riechenden Substanz isoliert wurden. Auch diese gaben 
die Pyrroireaktion. 

Endlich wurden die bei der Verarbeitung der Rohhiimatin- 
siituren erhaltenen Riickstaénde zu reinigen versucht und hierbei 
auber Harzen, Hamatinsiiure und Bernsteinséure zweimal eine 
iiber 240° schmelzende, resp. sich allméhlich zersetzende Saure, 
welche charakteristisch kristallisierle, in ganz geringer Menge 
erhalten. Die Pyrrolreaktion trat bei ihr wie bei den eben er- 
wihnten Harzen ein. Ein andermal bekam ich eine kleine Menge 
einer kristallisierenden Séiure, welche ihre Zugehorigkeit zur 
Himatinsiure dadurch erwies, dab sie sich bei hoherer Tem- 
peratur allmiéhlich zersetzte, und hierbei Produkte auftraten, 
deren Geruch lebhaft an die Imide bisubstituierter Maleinsiiuren 
erinnerte. 

Ich habe dann ferner eine Reihe anderer Oxydatiousmittel 
einwirken lassen, ohne wesentlich neue Resultate zu erhalten. 
Salpetersiiure gibt ein Siuregemenge, aus dem Oxalsiiure, Bern- 
steinsdure und Himatinsaure isoliert wurden, von Merck be- 
zogenes 30°/oiges Wasserstoffsuperoxyd greift das in Essig- 
siure geléste Hiimatin heftig an, wobei sich die Losung feuer- 
rot farbt. Die durch Ather schlieBlich extrahierten Rohsiiuren 
bestanden aus mit Bernsieinsiiure reichlich durchsetzter Hiima- 
tinsdure. 

In alkalischer Losung erfolgt die Oxydation des Hiimatins 
scheinbar schwieriger:!) bei der Einwirkung von Calciumper- 
manganat wurde das Auftreten einer bei ca. 200° sich unter 


1) Daf auch hierbei Himatinsiiure entsteht, habe ich friiher gezeigt: 
Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 29. 
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Aufschiiumen zersetzenden Siiture beobachtet. Im tbrigen wurde 
bei dem einen bisher durchgefiihrten Versuche der gribte Teil 
des verwendeten Hiimatins scheinbar unverandert wiedererhalten, 
Himatinsiiure war hier nicht gebildet worden. Dagegen ent- 
steht sie aus Hiimatin sogar unter der Einwirkung von brom- 
lange, neben anderen bisher nicht kristallisiert erhaltenen Korpern. 

So habe ich denn sehlieBlich auf das Chromtrioxyd wieder 
zurickgegrifien und unter anderen Bedingungen die Einwirkung 
vor sich gehen lassen, Zunichst habe ich versucht, in schwetel- 
saurer LOsung zu oxydieren, um einmal die Essigsiiure aus- 
zuschlieben. Hier sei nun gleich erwihnt, dab sich Hiimin gegen 
konzentrierte Schwefelsiure ganz anders verhilt wie Hamatin, 
was iibrigens schon Nencki und Sieber!) beschreiben. 
Wiihrend sich das erstere unter reichlicher Chlorwasserstoft- 
entwicklung lost. kann Hiimatin monatelang mit der konzen- 
trierten Séure in Beriihrung bleiben, ohne eine vollige 
Losung erfolgt. *) 

Was dann die Oxydation betrifft, so zeigte sich zwar 
zuniichst eine heftige Einwirkung beim Eintragen des gleich- 
falls in (20° oiger) Schwefelsiiure gelésten Chromtrioxyds, welche 
unter Entwicklung von Kohlendioxyd vor sich ging,*) doch er- 
folete sehtieblich die Reduktion der Chromsiiure sehr langsam, 
und die Ausbeuten an Rohhiimatinsiure gingen iiber die friiher 
gewonnenen nicht hinaus. Demnach verhindert die Gegenwart 
der starken Siiure den raschen Verlauf der Oxydation. Eine 


') Arch. f. exp. Path. u. Pharmak., Bd. XVIII, 5. 413. 

2) Rauchende Schwefelsiiure lést rascher und vollstandiger, viel- 
leicht tritt hierbei eine Sulfonierung ein, wie denn schon Hoppe-Seyler 
sowie Nencki u. Sieber einen ganz geringen Schwefelgehalt ihrer Hi- 
matoporphyrine nachgewiesen haben. Die in Wasser eingegossene Lisung 
lift hierbe1 einen Niederschlag ausfallen, das Filtrat sieht aber nicht rot. 
sondern griin aus, gibt jedoch noch einen Absorptionsstreifen im Spektrum. 
Nach verschiedenen Methoden dargestellte Hiimatine scheinen sich iibrigens 
gegen konzentrierte Schwefelsiiure verschieden zu verhalten, was wiederum 
dafiir sprechen wiirde, im Himatin kein einheitlicher Korper vorliegt. 

*) Einmal wurde auch das Auftreten eines stecherd riechenden 
Kérpers beobachtet, welcher mit Wasserdimpfen fliichtig war. Das Destillat 
reduzierte eine ammoniakalische Silberlésung. 
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dementsprechende Beobachtung, welche ich durchaus bestiitigt 
fand, machte dann Herr Karl Haas im Tibinger physiologiseh- 
chemischen Institut. Es ist niamlich tagelanges Erhitzen der 
konzentrierten essigsauren L6sung noétig, wie ich friiher schon 
angegeben habe, um weitere 6—10 Atome Sauerstoff einzufiihren, 
nachdem zunidchst mit 12 Atomen in Gestalt von Chromtrioxyd 
bei Zimmertemperatur oxydiert worden ist. Wird nun aber 
ein Teil der Essigsiure, etwa 2/s der vorhandenen Menge, im 
Vacuum abdestilhert und dann entsprechend mit Wasser ver- 
diinnt, so erfolgt die Reduktion der Chromsiiure ganz bedeutend 
vascher. Herr Haas hatte dann ferner einige Male bei Ver- 
wendung reinen Himins (Acethamin, Dehydrochloridhimin, 
Moérner-Hamin aus RindsblutkGrperchen) ganz vorziigliche Aus- 
beuten an Hamatinsiiuren erhalten und zwar iiber 70° 0, withrend 
friher hochstens 50°.» gewonnen worden waren. In Verfolgung 
dieser wichtigen Beobachtung konnte ich nun zuniichst kon- 
statieren, dab die Menge an iitherloslichen Rohsiiuren bei Ver- 
wendung von umkristallisiertem Hiimin ist, als bisher 
aungegeben wurde. Sie stieg bis auf 70°/o vom Ausgangsmaterial 
und stand in Zusammenhang mit der Menge einer harzigen 
Substanz, deren Bildung beim Erhitzen der essigsauren Losung 
mit Schwefelsiiure zur Vertreibung des Rests der Essigsiiure 
nicht ganz umgangen werden kann. Das Harz aihnelt dem, das 
sich bei der Verseifung von zu durch 50°/oige 
Schwefelsiure bildet, wobei die Ausbeute auch nur etwa 80°/o 
der berechneten Menge betragt, und diirfte also mit den Hia- 
matinsduren in Beziehung stehen. Selbstverstiindlich gibt es 
auch die Pyrrolreaktion. Es erscheint bei der Berechnung der 
Ausbeuten auf das Hiimatin somit erlaubt, die Harzmenge mit 
in Betracht zu ziehen. 

Nach diesen Erfahrungen habe ich endlich, die Moglich- 
keit ins Auge fassend, dali die bisher tibliche moglichst lang- 
same Oxydation, bei Zimmertemperatur beginnend, die Ausbeute 
aun Hiimatinsiiure beeintriichtigen kénne, eine neue Reihe von 
Versuchen unter giinzlich veriinderten Bedingungen durchgefiihrt. 
Das wie friiher in der 60fachen Menge heifen Eisessigs ge- 
lOste Hiimatin wurde in Mengen von 5 ¢ mdglichst rasch zu 
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oxydieren versucht. Zur Erreichung dieses Zwecks wurde das 


Chromtrioxyd — und zwar 12,5 g entsprechend 21 Atomen 
Sauerstoff pro Hiimatinmolekel — auf einmal eingetragen und 


nun der groébte Teil der Essigsaéure sofort abdestilliert. Es sollte 
nun mit Wasser verdiinnt werden, um die Oxydation méglichst 
rasch zu vollenden, zu meiner Uberraschung war aber bereits 
jetzt nach etwa 34 Stunden Chromsaure nicht mehr nachweis- 
bar. Das Gleiche konnte bei allen anderen Versuchen beobachtet 
werden, 

Die Abspaltung von Kohlendioxyd hielt sich, wie zwei 
Versuche lehrten, in den friiher beobachteten Grenzen, die 
weitere Aufarbeitung zeigte, erstens dab eine vollstandige Oxy- 
dation doch noch nicht erreicht worden war, da etwa 59/5 
wasserunlésliche Produkte sich abschieden, zweitens daf das 
neue Verfahren zu wesentlich giinstigeren Ausbeuten an iither- 
lOslichen Rohsiiuren verholfen hatte. Sie stiegen auf 70°/o des 
verwendeten Hiimatins, das noch dazu aus nicht gereinigtem 
Hiimin hergestellt worden war. Bei der Reinigung wurden 
etwa 60°/o Hiimatinséure erhalten, welche allerdings noch Bern- 
steinsiiure enthielt. 

Da aber letztere bei der Oxydation von Himatinsiiure ') 
entstebt, darf ihre Menge bei der Berechnung der Ausbeuten 
wohl einbezogen werden. gestattet aber die erwahnte 
Ausbeute einen wesentlich anderen Riickschlub in bezug auf 
die Hiimatinmolekel, als es friiher angingig war. Wenn niimlich 
wirklich, wie bisher angenommen wurde, nur die Halfte der 
Hiimatinmolekel in) Beziehung zur Hiimatinsiiure stiinde, so 
wiitren von ihr im allerbesten Falle 57,7°/o vom verwendeten 
Hiimatin zu erwarten.?) Es wurden aber 60°/o erhalten und 
nach allen Erfahrungen diirfte diese Menge noch um 10° 
steigen, sobald von umkristallisiertem Hamin ausgegangen 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, 5. 2949/50. 

*) Dieser Berechnung ist folgende Gleichung zugrunde gelegt: 
2C,,H,,N,FeO, + 42 2H,O0 = 4C,H,O,N +-4CO, + Fe,0, 
wobei in dem eingeklammerten Komplex die Summe der noch unbekannten 
Oxydationsprodukte zu verstehen ist. '/17 des Kohlenstoffs wird mindestens 
zu Kohlendioxyd oxydiert. 
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wird. Dazu kommen noch ¢ca. 5°/o Harz, weleches, wie er- 
wiihnt, aus den Hiimatinsaiuren hervorgehen kann, ferner sind 
die 5°/o wasserunlosliches Produkt zu beriicksichtigen, welche 
sich der vollstiéndigen Oxydation entzogen haben. Bringen wir 
sie in Abzug und addieren wir die 5°/o Harz, so libt sich die 
Menge der gebildeten Rohsaure auf fast 80°/o berechnen. Es 
bilden sich demnach mindestens drei Molekeln C.H,O,N aus 
einer Molekel Hiamatin, wenn nicht sogar vier. Nach allem 
darf man aber wohl behaupten, dab die Himatinsiiuren das 
wichtigste Spaltungsprodukt des Hiimatins sind, und der Ver- 
such erscheint mir nicht mehr als zwecklos, von den Hiimatin- 
siiuren allein ausgehend, zu Korpern zu gelangen, welche dem 
Hiimatin nahestehen. Ich mochte hier zwei Versuche synthetischer 
Art anfiihren, wenn sie auch noch nicht abgeschlossen sind, 

1. Der Ester der dreibasischen Himatinséure muf nach 
seiner Konstitution 

H,C 


RO-CO C—COOR 


HC COOR 

C 

H, 
befiihigt sein, eine intramolekulare Kondensation zwischen der 
Methyl- und der ihr ritumlich benachbarten Karboxiithylgruppe 
zu erleiden. Und in der Tat entsteht unter dem Einfluf von 
Natriumiathylat eine Substanz, welche mit Kisenchlorid eine 
Farbenreaktion gibt, wiihrend sich eine alkoholische Loésung 
des Hiimatinsiureesters nicht fiirbt. 

2. Derselbe Ester gibt beim Erhitzen mit alkoholischem 
Ammoniak im Rohr auf 130° eine braune Fliissigkeit, welche 
sich an der Luft tief blau fiirbt, wahrend die Hiimatinséure 
selbst hierbei bekanntlich Kohlendioxyd abspaltet und in das 
Imid der Methylathylmaleinsiiure iibergeht. Aus der blauen 
LoOsung wurde im Vacuum das Ammoniak und der Alkohol 
verdunstet, der Riickstand in Wasser aufgenommen und der 
Farbstoff endlich durch Alkoholither gefillt und dieses Ver- 
fahren nochmals durehgefiihrt. Ein iihnlicher Koérper konnte 
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auch aus dem Ester der Hiimatinsiéure C,H,O,N erhalten werden. 
Es sind stark hygroskopische, fast schwarz aussehende amorphe 
Substanzen, deren verdiinnte, wiisserige LOsungen blauviolett er- 
scheinen. Und eine solche Losung zeigt im Spektrum zwei 
schwache Absorptionsstreifen, welche in der Lage an das Oxy- 
hiimoglobin erinern. Die bisher ausgeftihrten Analysen ver- 
schiedener Priiparate gaben leider keine Ubereinstimmung. 

Dali sich hier der Ester anders verhilt, als die Siure 
selbst, kann nicht auffallen, ein analoges Verhalten ist oft 
beobachtet worden, wenn es sich um die Anlagerung von 
Ammoniak oder auch von Hydroxylamin an eine doppelte 
Bindung zwischen Kohlenstoffatomen handelte. Jedenfalls spielt 
letztere bet den Himatinsiiuren eine Rolle, denn die Ester der 
Himotrikarbonsiiuren, welche durch Reduktion der Hiimatin- 
siture entstehen, geben unter gleichen Bedingungen mit 
Ammomak ganz andere Reaktionen, das Auftreten eines ge- 
fiirbten Korpers konnte dabei niemals beobachtet werden. Es 
liegen also ganz iihnliche Verhiiltnisse vor, wie bei der Aconit- 
und der Trikarballylsiiure und ihren Estern., 

Aus den Hiimatinsiuren ailein laibt sich also cin gefarbter 
Stoff herstellen, welcher dem Hiimatin oder seinen niichsten 
Derivaten bereits insofern nahesteht, als er auf bestimmtes 
Licbt eine absorbierende Wirkung ausiibt. Es sei ferner er- 
withnt, dab der Korper durch konzentrierte Schwefelsiiure mit 
brauner Farbe gelOst wird, und dafi diese Losung eine schon 
blaue Fluoreszenz zeigt, dab Oxydations- wie Reduktionsmittel 
entfirben und daBb Sublimat die wiisserige Losung fiillt. 

Ich gedenke, die beiden erwiithnten Reaktionen eingehend 
zu studieren, und bitte die Herren Fachgenossen, mir das 

1. Aus dem Trimethylester von C,H,,O, gewonnen: 
a) O1354 Substanz: 0.2403 ¢ CO, u. 0,072 H,O == 48,4°%0 5.9°%/o H 
b) O1280 » > : 16.6 ccm N (23°, 727 mm) = 14,5°%o N. 

2. Aus dem Monomethylester von C,H,O,N gewonnen: 
a) 0.2922 Substanz: 0.4913 CO, u. 0.1466 g H,O = 45,85’ C u.5,57°/o H 
b) O,1872 » : 25,2 ccm N (16°, 729 mm) = 15,0490 N. 

Da diese Substanz etwas aschehaltig war, wurde nochmals um- 
gefallt: 
0.2247 g Substanz: 0,386 g CO, u. 0.1148 g H,O = 46,85°%o C u. 5,67" H. 
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Studium, der von mir entdeckten Hiématinsiiuren freundlichst 
iiberlassen zu wollen. 

Daf die Hiimatinsiiure CHO, beim Kochen mit Kalilauge 
eine Umlagerung erfiihrt, war nach den Arbeiten von Baeyer 
und von Fittig gegeben; es scheinen sich mehrere neue 
Siituren zu bilden, von denen ich eine mit dem Schmelzpunkt 
162° isolieren konnte. Ich hoffe auch iiber diese Produkte 
bald weiteres berichten zu konnen. 


Experimenteller Teil. 


A. Die Untersuchung des bei der ersten Oxydation des 
Hiimatins entstehenden wasserunloslichen Korpers. 


Die Menge dieses Oxydationsproduktes wechselt, wie ich 
schon friiher!) erwihnte; sie kann bei Verwendung von soviel 
Chromtrioxyd, wie 12 Atomen Sauerstoff auf die Molekel 
Hiimatin entspricht, 40°/o des letzteren betragen und nimmet im 
allgemeinen mehr und mehr ab, in dem Mabe, wie die Menge 
der Chromsiiure wiichst. Die Farbe des Produkts wechselt 
von hellbraun bis dunkelbraun. Alles hiingt damit zusammen, 
dali das Produkt neben Eisen auch Chrom in regellos wechselnder 
Menge enthalt, so dai es mir zwecklos erscheint, genauere 
Angaben iiber die bei einzelnen Versuchen erhaltene Quantitiit 
zu machen. Die Untersuchung sollte zuniichst dariiber Auf- 
klirung geben, ob die friiher bet weiterer Oxvdation erhaltenen, 
sehr geringen Mengen von Himatinsauren, nicht doch von der 
ersten Oxydation herstammten, d. h. trotz langen Auswaschens 
mit heifem, angesiiuertem Wasser haften geblieben waren. 
Dabei hat sich nun ergeben, dai tatsichlich durch Erwirmen 
mit 25°/oiger Schwefelsiiure oder besser noch mit konzentrierter 
Salzsiiure Hiimatinsiiure herausgelést wird, daneben auch Oxal- 
siiure, die namentlich dann vorhanden ist, wenn nicht gereinigtes 
Hiimin zur Verwendung gelangt war. 

Die schwefelsaure Lésung wurde konzentriert und direkt aus- 
geiithert, die salzsaure zuniichst unter Zusatz von Schwefelsdure auf 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 5—25. 
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dem Wasserbade eingedampft, der Riickstand in Wasser aufgenommen 
und mit Ather extrahiert. Der Atherriickstand wurde in Wasser gelést. 
mit Caleiumkarbonat behandelt, die filtrierte Losung erhitzt. Das hierbei 
ausfallende Kalksalz liste sich hiiufig nicht vollsténdig in Essigsiure, es 
hinterblieb oxalsaurer Kalk. Dann wurde die essigsaure Losung unter 
Zusatz von Salzsiiure abgedampft, der Riickstand in Wasser geldst, an- 
gesiiuert und mit Ather extrahiert. Aus der ditherléslichen Siure wurde 
dann von neuem das in heifem Wasser unldsliche Kalksalz gewonnen. 
Analyse: 0,1855 g Substanz gaben 0.0540 g CaO == 20,8°/o Ca. 

Ks lag also das Kalksalz der Héamatinsiure C,H,O, vor, und 
die Kigenschaften der regenerierten Siiure bestitigten das Vorliegen 
dieser Siiure. 

Dali das mit Salzsiiture erschopfend extrahierte Oxydations- 
produkt durch weitere Oxydation doch noch Hamatinsiéure gibt, 
werde ich spiiter zeigen. Vorerst set erwahnt, dali durch die 
konzentrierte Salziiure auch losliches Chrom- und Ferrisalz ge- 
bildet und extrahiert: wird. 

Priiparate, bei deren Darstellung 12 Atome Sauerstoff verwendet worden 
waren. 

Wiihrend die nur mit verdiinnter Siiure scheinbar chromfrei ge- 
waschenen Produkte!) bet einem Gehalt von 8,9—6,2° Asche 
enthielten, welche aus Chrom und Eisen bestand. sank also der Aschen- 
gehalt namentlich durch Behandlung mit konzentrierter heifser Salzsiiure. 

Analysen von Priiparaten, welche nur mit verdiinnter Siéure 

behandelt waren. 

g Substanz (110°): 0.3727 CO,, 0,091 H,O, 0,017 g Asche 
== §3.2°%o C, H, 8,9°o Asche. 

0.2618 ¢ Substanz (110°): 0.5351 ¢ CO,. 0.119 ¢ H,O, 0.0203 ¢ Asche 
== §5,7°%o C, 5,05°/o H, 7,7°%Jo Asche. 

Substanz (140%): 0.3921 ¢ CO,, 0,088 0.0143 ¢ Asche 
= 56,1°/0 C, H, 7,5°%o Asche. 

Substanz (140%): 0.4494 ¢ CO,, g 0,0139 ¢ Asche 


= 54,5%o C, 5,4°%o H, 6,2°%0 Asche. 


~ 


O.1907 


0,2249 


Analysen von Priiparaten, welche mit konzentrierter heifer Saure 
behandelt worden. sind, ?) 
Mischung aus gréferen Mengen friitherer Versuche: 
0.4000 g Substanz (110°): 0.0213 g = 5,3°/o Asche. 


') Pie zur Losung des Hiimatins wihrend der Oxydation dienende 
Essigsiiure wurde immer im Vacuum abgedampft: vergl. die Notiz und 
die Analysen: Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 26. 

2) DP. h. 4—5 mal, bis das Filtrat durch Ammoniak kaum_ noch 
gefallt wird. 
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Desgl. ein 2. Praparat: 
0.5400 g Substanz (110°): 0.0256 ¢ = Asche. 


Priiparate aus 50 Mérner-Hamin: 
0.219 g Substanz (100°): 0.0069 = Asche (Cr und Fe), 


0.3789 » (110%: 0,0107 » = 2,8 in 
0.42 » » (110°): 00157 = » (> » »), 
0.3758 (110%): 0.0091 » = 242% » (> » 


Den Einflufi fortgesetzter Behandlung mit konzentrierter heifer 
Salzsiiure zeigt folgender Versuch : 
Priiparat aus 50 ¢ Mérner-Hiimin: 
0.240 ¢ Substanz (110°): 0.0135 g = 5,62°o Asche (Cr und Fe). 
Dasselbe, erneut mit konzentrierter HCl extrahiert: 
O.3885 ¢ Substanz (120°): 0,0138 g = 3,55°/o Asche (Cr und Fe). 
Manchmal gelang es auch, ein Produkt zu erhalten, in dessen 
Asche Chrom nicht mehr enthalten war. 


a) Praéparat aus 50 g Moérner-Hiimin, mit 25° oiger H,SO, 3 mal 


auf dem Wasserbade erwiirmt, filtriert und SO, — frei gewaschen. 
0,274 ¢ Substanz (100°): 0,0034 == 1,.24°%/o Asche, nur Eisen 


= ().868 Fe. 
Praiparat aus 50 g MOrner-Himin, wie oben behandelt. 


0.4594 ¢ Substanz (110°): 0.0257 g = 5,6%o Asche = 3,92°%o Fe 


Abnliches ergab sich bei der Analyse von Produkten, bei deren 
Darstellung bis 20 Alome Sauerstoff auf die Molekel Hamatin ver- 
wendet worden waren. 

a) Priparat aus 50 g MOrner-Hamin (14 At. O) 
0.4458 g Substanz (120°): 0,022 g == 4.94°%/o Asche (Cr und Fe). 
b) Desgl. 
0.3540 g Substanz (120%: 0.0215 g = 6.07% Asche (Cr und Fe). 
c) Praparat aus 50 g Mérner-Hiimin (18 At. O) 
0,6162 ¢ Substanz (110°): 0.0288 g = 4.67" 0 Asche — fast reines 
Fe,0, = 3,27°/o Fe. 

d) Priéparat, Mischung von friiheren Versuchen (20 At. O) 

0.4442 ¢ Substanz (110°): 0.009 g == 2.03°/o Asche (Cr und Fe). 


Endlich sei folgender Versuch etwas genauer beschrieben: 
das aus 100 g Morner-Himin durch eine Oxydation mit 12 
Atomen Sauerstoff erhaltene unlésliche Produkt wurde mit 
konzentrierter Salzsiiure mehrmals auf dem Wasserbade, zuletzt 
im Olbade behandelt, wobei nur noch ganz geringe Mengen 
von Eisen und Chrom herausgelést wurden. Das Praparat 
wurde salzsiiurefrei gewaschen und getrocknet. 
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0.2132 g Substanz (125°): 0.004 g = 19= Asche — nur Eisen 


= Fe. 

Um die Frage zu entscheiden, ob sich das Eisen bei 
fraktionierter Losung gleichmiébig verteilt, wurden nun 5 g 
= 4,5 ¢ getrocknetes Produkt in Natronlauge gelost und dabei 
so verfahren, die leichter l6slichen Anteile von den sich 
erst nach lingerer Einwirkung lésenden getrennt wurden. Die 
klaren Losungen wurden dann mit Sehwefelsiiure gefiillt, die 
Niederschlage filtriert, ausgewaschen und getrocknet, ihr Ge- 
wicht betrug a) 2,7 g, resp. b) 1,6 g. 

Analyse. 
a) 0.1677 Substanz (110°): 0.3878 ¢ CO,, 0.080 ¢ 0.0042 FeO, (Asche) 
63,07 C, 5.3% H, 1.75% Fe. 
0.1527 g Substanz (140°) 0,3531 CO,, 0.069 g H,O, 0.0039 ¢ Fe,O, (Asche) 
= 63,06 Jo C, 5,02 H, 1,8°%o Fe. 

Die Produkte hatten also eine recht tibereinstimmende 
Zusammensetzung, auch was das Eisen!) betrifft, hier macht 
es nicht den Eindruck, als ob in dem urspriinglichen Produkt 
ein Gemenge von unveriindertem tiimatin mit einem eisen- 
freien Korper vorliige. 

Bei anderen Priiparaten ergab sich aber in den verschie- 
denen Fraktionen ein ungleicher Aschengehalt, z. B. wurden 
einmal 5 ¢ eines solchen in 3 Teile zerlegt, davon gab der 
erste 1,71°/0, der zweite 2,8°/o, der dritte 2,1°/o Asche, in 
der tbrigens auch Chrom vorhanden war. 

1. 0.234 g Substanz : 0,004 ¢ Asche. 
2. 0,2145 » > 0.006 » >» 
3. 0,2442 » :0,0052 > 

Mit anderen Teilen desselben Oxydationsprodukts wurden 
die folgenden Reaktionen angestellt: 

a) Eine Probe wurde mit Zinkstaub der trockenen De- 
stillation unterworfen und ergab dabei Diimpfe, welche einen 
mit Salzsiure befeuchteten Fichtenspan intensiv roteten. 

Dieselbe Beobachtung konnte mit jedem auf gleiche Weise 
erhaltenen Oxydationsprodukt gemacht werden, gleichviel ob 


hier Eisen mehr gefunden wurden, wie in dem nicht 
aus Alkali umgeldsten Produkt, diirfte wohl an der geringen Menge der 
Asche und der hierdurch bedingten Ungenauigkeit legen. 
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das Himatin mit 12, 14 oder 20 Atomen Sauerstoff oxydiert 
worden war. 

b) Eine weitere Probe wurde mit Eisessig, der bei 10° 
mit Bromwasserstoff gesiittigt war, zwei Tage lang in Beriihrung 
gelassen, wobei bekanntlich Hiimin in Hiimatoporphyrin  iiber- 
geht. Hierbei gingen jedoch nur Spuren in Losung und die 
schwach braun gefiirbte Fliissigkeit zeigte im Spektrum keine 
charakteristischen Absorptionsstreifen. Nun wird allerdings auch 
Hiimatin im Gegensatz zum Hamin durch das benutzte Reagens 
sehr schwer angeegriffen. 

¢) Kine dritte Probe wurde mit konzentrierter Schwefel- 
siiture angerieben, wobei sie langsam, aber viel besser als Hii- 
matin in Losung ging, nach 24 Stunden wurde durch Glas- 
wolle filtriert, das Filtrat in Wasser eingetragen und von dem 
entstandenen Niederschlage abfiltriert. Das sehwach gefirbte 
Filtrat) zeigte nur einen undeutlichen Absorptionsstreifen im 
Spektrum. Auf gleiche Weise wurden noch andere entsprechende 
Priiparate behandelt, sie verhielten sich ihnlich oder zeigten 
keine Eimwirkune auf das Licht. 

d) 5 g wurden mit 100 cem Eisessig und 50 ccm Jod- 
wasserstoffsiure (spez. Gew. 2,0 g) angesetzt und einen Tag 
ber Zimmertemperatur stehen gelassen, dann wurde auf dem 
Wasserbade erwarmt und 9 g Phosphoniumjodid eingetragen. 
Es erfolgte innerhalb 30 Minuten vollstiindige Losung mit braun- 
roter Farbe, doch gab diese LOsung beim Verdiinnen mit Wasser 
selbst noch am niichsten Tage einen gelben Niederschlag. ') 
Nach Zusatz von Natronlauge in einer Menge, welche zur 
Neutralisation des Jodwasserstoffs hinreichte, wurde nun mit 
Wasserdiimpfen destilliert, wobei der Geruch nach Hiamopyrrol 
deutlich auftrat: es gab das Destillat auch einen Niederschlag 
auf Zusatz von Quecksilberchloridl6sung, welcher filtriert und 
gut ausgewaschen wurde. Die Analyse des getrockneten Salzes 
ergab aber einen etwas hdheren Gehalt an Quecksilber, als 
sich fiir das Sublimatdoppelsalz des Hiimopyrrolquecksilbers 
berechnet. 


') Vergl. Nencki-Zaleski, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIV, 
S. 1003. 
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0.1425 g Substanz: O11 g HgS = 67,1°%o Hg 
serechnet fiir (refunden 
Hg 65,44 °/o 67,1" 


Ber zweimaliger Wiederholung des Versuchs mit anderen 
Priiparaten wurde dann iiberhaupt kein Hiimopyrrol erhalten, 
was aber daran liegen kann, dali hier das Erwirmen nach 
Kintragung des Phosphoniumjodids sehr lange fortgesetzt wurde : 
es liefert niimlich unter diesen Umstanden auch das Hiimin 
kein Hiimopyrrol, sondern ein dem Miéuseharn ihnlich riechendes 
Ol, welches aber kein Coniin zu enthalten scheint. 

Kin Produkt, welches von mit 20 Atomen Sauerstoltf 
oxydiertem Hiimatin stammte, gab bei der Reduktion mit Jod- 
wasserstoff und Jodphosphonium nur schwachen Geruch nach 
Hiimopyrrol, eine Fiillung des Destillats durch Sublimat 
nicht ein, 

e) 5g wurden in Natronlauge gelost, die Losung filtriert 
und durch Essigsiiure gefiillt, der erhaltene Schlamm filtriert, 
ausgewaschen und in 300 ccm Eisessig verteilt, dann wurden 
6,9 Chromtrioxvd eingetragen und gelinde erwarmt. Nach 
einigen ‘Tagen war Chromsiiure nicht mehr nachweisbar, die 
Hauptmenge des Schlamms war in Losung gegangen: es wurde 
filtriert, die geringe Menge ungeléster Subslanz von neuem in 
Kisessig verteilt und 1 ¢ Chromtrioxyd zugefiigt. Nunmehr ging 
bis auf 0,38 ¢ alles in Loésung. Die vereinten Filtrate wurden 
jetzt. im Vacuum abdestilliert, der Riickstand mit heifem 
Wasser aufgenommen, wobei sich ein unloslicher Riickstand 
abscheidet (Oxydationsprodukt B). Die wiisserige Losung gab 
nach Vertreibung der noch gebundenen Essigsiure durch liingeres 
Erhitzen auf dem Wasserbade, nachdem die berechnete Menge 
20° oige Schwefelsiiure eingetragen worden ist, an Ather eine 
teilweis kristallisierende Siure ab. Diese wurde mit 50°/oiger 
Schwefelsiiure 8 Stunden auf 90° erhitzt, erneute Extraktion 
mit Ather lieferte jetzt 0,7 g Kristalle, deren wiisserige Losung 
mit Kalkkarbonat neutralisiert wurde. Beim Erhitzen der Kalk- 
salzlésung entstand ein Niederschlag, der filtriert, ausgewaschen 
und getrocknet wurde. 

0.2095 g Substanz (100°): 0,059 g CaO = 20,11°/o Ca(I). 
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Aus dem Verhaiten und dem Calciumgehalt geht hervor, 
dai es sich um das charakteristische Kalksalz der dreibasischen 
Hiimatinséiure handelt, welehe sich hier sicher erst bei der 
weiteren Oxydation des durch eine erste Oxydation aus dem 
Hiimatin erhaltenen Produktes gebildet hatte. 

Das oben erwihnte Oxydationsprodukt B wurde mehrmals 
mit heiBer konzentrierter Salzsiiure extrahiert, das Gewicht 
betrug jetzt 2.8 ¢. Abhnlich, wie beschrieben, wird es einer 
weiteren Oxydation durch 5 ¢ Chromtrioxyd unterworfen, wo- 
nach ein in Wasser unldsliches Produkt nicht’ mehr erhalten 
wird, dagegen extrahiert Ather 0,5 g¢ Siiure, welche nach der 
Behandlung mit 50°/oiger Schwefelsiiure, erneuter Extraktion 
durch Ather und mehrmaligem Umkristallisieren an der Kristall- 
form, am Schmelzpunkt und durch folgende Analyse als Hiimatin- 
siiure erkannt wurde. 

0.0481 Kalksalz (110°): 0.0136 g CaO == 20,2°/o Ca (ID 


Berechnet Gefunden: 
fir 
Ca 20,31 °%/o 20,2 °/o') 


Die Menge der erhaltenen Hiimatinsiiure war also nur 
vering, aber es ist kein Zweifel, diese Séiure sich unter 
den Oxvydationsprodukten findet, solange noch ein Abbau von 
dem Hiimatin nahestehenden Komplexen  stattfindet. 

f) 4 mal 5 g wurden mit 40 cem Wasser und 30 cem 
Salpetersiure?) (spez. Gew. 1,57) angesetzt; wurde dann am 
nichsten Tage ca. 8 Stunden auf dem Wasserbade erwiirmlt, 
so war die Oxydation anscheinend beendet, wenigstens trat 
beim Verdiinnen mit Wasser keine Fillung mehr ein. Die 
LOosungen wurden nun in einer Sehale unter Zusatz von 
konzentrierter Schwefelsiiure abgedampft, bis sie keine Salpeter- 
siure mehr enthielten, dann wurde der Riickstand in Wasser 
gelost, von geringen Resten abfiltriert, das Filtrat ausgeiithert. 

Nach Abdestillation der verschiedenen dtherischen Aus- 
zige hinterblieben im ganzen 9,2 ¢; die zuerst in den Ather 


') Vergl. Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 1k. 
*) Uber die Mengenverhiltnisse vergleiche man den folgenden 
Versuch, welcher die Oxydation des Himins betrifft. 


4OS William Kuster, 


gehenden Anteile (7,5 g) gaben 1,8 g oxalsaures Calcium = 
1,3 g Oxalsiure, der Rest (1,7 g) enthielt 0,9 g¢ Oxalsiiure und 
auferdem Bernsteinsiiure, welche in den, von Oxalsiiure be- 
freiten, ersten Anteilen, nunmehr ca. 6 g, nicht vorhanden zu 
sein schienen, wenigstens’ lOste sich das Siituregemenge glatt in 
wenig Ather auf, auch in kaltem Wasser ist es leicht lislich, 
hinterblieb aber auch bei langsamem Verdunsten dieses LOsungs- 
mittels als Sirup. Bleiacetat fiillte die wisserige Losung sofort, 
Kupferacetat erst nach Zusatz von Ammoniak. Eine Trennung 
der Bestandteile herbeizuftihren, wurde nun dadurch versucht, 
dab die mit Kupferacetat versetzte LOsung auf dem Wasser- 
bade erhitzt wurde, hierbei wurde zuniichst ein harziger Nieder- 
schlay erhalten, das Filtrat von diesem gab dann einen schon 
hellgriin gefiirbten Ausfall, das Filtrat von diesem, er- 
neutem Zutatz von Kupferacetat, wiederum einen solchen. Das 
Filtrat von letzterem enthielt nur noch geringe Mengen ither- 
lOslicher Siiure. 

Aus den beiden griinen unléslichen Kupfersalzen wurden 
iber die Siiuren die Silbersalze hergestellt, und da beide fast 
den gleichen Gehalt) an Silber, niéimlich 56,6 resp. o 
zeigten, wurden sie vereint auf die Siiure verarbeitet. Diese 
stellte nun zuniichst einen Sirup dar, welcher nach Monaten 
mit Kristallen durchsetzt erschien. Letztere gelang es, mit 
Hilfe des Tonfilters zu isolieren und durch Umbkristallisation 
aus Wasser zu reinigen. thr Schmelzpunkt lag bei 97—98°, 
es war das Anhydrid der dreibasischen Himatinsaure. 

Somit konnte durch Oxydation mittels Salpetersdure nur 
das Entstehen von Oxalsiiure, Bernsteinsiiure und Hiimatinsaure 
nachgewiesen werden, doch ist es wahrscheinlich, da neben 
letzterer noeh anderweitige Produkte vorlagen, welche bisher 
nicht isoliert werden konnten. 


b. Oxydation des Hamins durch Salpetersaure. 


Die Kinwirkung hochst konzentrierter Siiure ist eine so 
energische, dai ei Verbrennen des Hiimins unter lebhaftem 
Funkenspriihen eintreten kann. Eine Séure spezifischen 


Gewicht 1.375 wirkt auch noch unter starker Erwiirmung ein, 


i 
x. 
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so man gut tut, das Himin allmahlich unter guter Kiihlung 
einzutragen: es lost sich dann vollig auf, doch mub die dunkle 
Losung noch auf dem Wasserbade gelinde erwiirmt werden, 
dann erst ist die Oxydation so weit. vorgeschritten, dab beim 
Kingieben in kaltes Wasser ein Niederschlag nicht mehr entsteht. 

Verdiinnt man die Salpetersiiure mit dem gleichen Volumen 
Wasser, so verliiuft die Einwirkung viel triiger, die Oxydation 
volizieht sich aber vollstiindig, und dies geschieht auch noch 
dann, wenn die Verdiinnung eine noch stiirkere ist, auch tritt 
dann die Menge der Oxalsiiure weit mehr zuriick, wie aus der 
kleinen Tabelle ersichtlich ist. Was die Menge der Salpeter- 
siiure betrifft, so erwies sich die Ausbeute an atherlOslichen 
Siituren am egrdften bei Verwendung von 20 cem auf 2.5 ¢ 
Himin, d. h. wenn die Molekel Salpetersiiure nur ein Atom 
Sauerstoff (rund ithres Gewichts) zur Oxydation des Himins 
abeegeben hiitte, wiiren nicht weniger als 60 Atome Sauerstoff 
auf die Molekel Himin zur Verwendung gelanet. Weniger 
als 15 cem Séure auf 2,5 g Hiimin geniigen nicht, um sehlieblich 
eine klare Losung zu erhalten, 15 ecem verdiinnt mit) 40 cem 
Wasser geben schlieBblich die beste Ausbeute an iitherloslicher 
Sdure: 1,3 g, abziiglich O,1 g Oxalsiiure, das sind also etwa 
5O°/o vom verwendeten Hiimin. 


Salpeter- Ather- Davon 
Hiimin siiure (1.375) Wasser lOsliche Saure Oxalsiiure 
2.5 2 25 ecm 0.7 
2,0 25 » 25 1.1 0,2 
2,5 » 20» 1.5 O06 
2)» 30 1.4 0.3 
2, » 10 +- 5 cem 13 O4 
2.5 » 10O+5 » 14 


Was die Gewinnung der iitherlOslichen Sauren  betrilft, 
so sei erwiihnt, dai nach vollendeter Reaktion die LOosung unter 
Zusatz von konzentrierter Schwefelsiure abgedampft wurde, bis 
alle Salpetersiiure verjagt war, dann wurde ausgeithert, der 
Atherriickstand in Wasser gelést und die vorhandene Oxalsiiure 
durch Kalkacetat gefiillt. Aus dem Filtrat vom Calciumoxalat 
wurde durch Abdampfen nach Zusatz von Salzsaure die Essig- 
siiure vertrieben, dann erneut ausgeiithert. Aus dem so er- 
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haltenen Siiuregemisch Wibt sich zuniichst durch Aufnehmen in 
Ather die schwer lisliche Bernsteinsiiure zum Teil wenigstens 
entfernen. Sie wurde am Fp. 182/83 und durch die Analyse 
charakterisiert. 


0.1035 ¢ Substanz (100°): 01544 g CO, und 0,047 g¢ H,O 


Berechnet fiir C,H,O, : Gefunden : 
C 40.68% 0 40,68? 
H 3,08 5,04° 0 


Aus den in Ather leicht léslichen, stickstoffhaltigen Teilen 
konnte bisher nur Hiimatinsiiure kristallisierten Zustande 
gewonnen werden. Das Gemiseh stellte einen Sirup dar, welcher 
erst nach seehs Monaten mit Kristallen durchsetzt erschien. 
Diese konnten mit Hilfe des Tontellers isoliert werden und 
zeigten nach dem Umkristallisieren aus Wasser die charak- 
teristischen Formen der Hiimatinsiiure. Die Analyse des Kalk- 
salzes ergab noch eine weitere Bestatigung. 

0.0827 Substanz (110%): 0.0237 g CaO = 20,47°0 Ca. 

Die vom Tonteller aufgesaugten und daraus wieder ex- 
trahierten Anteile konnten nicht zur Kristallisation gebracht 


werden. 


C. Oxydation des Hiimatins durch Wasserstoffsuper- 
oxyd in essigsaurer Lésung. 


Kin vorliiufiger Versuch mit kiiuflichem 3°/oigen Wasser- 
<tolfsuperoxyd zeigte, die Einwirkung dieses Oxydations- 
mittels auf das Hiimatin, welches wie tblich in Eisessig auf 
genommen war, so weit gehen kann, dah vollige Entfarbung 
eintritt. Bet einem zweiten Versuch wurden 5 g Hamatin an- 
gewendet und das Wasserstofisuperoxyd allmihlich in Portionen 
von 50 cem eingetragen, wobei jedesmal eine Gasentwicklung 
stattfand. Im ganzen wurden 1100 cem verbraucht, dann war 
die Lésung nur noch sehwach gelb  gefiirbt: nach Verbrauch 
von #50 eem war sie noch feuerrot, Ferriionen aber bereits 
nachweisbar. Nachdem die Oxydation beendet schien, wurde 
der Eisessig im Vacuum abdestilliert, wonach ein Riickstand 
blieb, von dem 0,85 ¢ in Wasser unléslich waren. Dieser Teil 
bestand zum Teil aus Eisenoxyd neben organischer Substanz. 
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Aus der wiisserigen LOsung wurde die Essigsiiure durch 
Abdampfen vertrieben, dann die immer noch saure Losung er- 
<chéptend ausgeiithert. Der Atherriickstand betrug 2 ¢. Nun 
wurde durch Kalilauge gefiillt, das Filtrat vom Niedersehlag 

er wog getrocknet 0,64 ¢ und bestand zumeist aus Eisen- 
oxyd — ausgeiithert, wobei jedoch nichts an den Ather abge- 
ceben wurde. Ein kleiner Teil der wiisserigen LOsung wurde 
nun auf dem Wasserbade konzentriert, dann mit Essigsiiure 
s<chwach sauer gemacht, das Entstehen eines schwer lOslichen 
Kaliumsalzes konnte aber nicht beobachtet werden. 

Der tibrige Teil der Losung wurde mit Barytwasser ver- 
setzt, wodurch ein Niedersehlag entstand, in welchem Baryum- 
oxalat enthalten war. Das Filtrat, mit Schwefelsiiure im Uber- 
schuh vom Baryt befreit, gab dann an Ather nur noch geringe 
Mengen ab. 

sei der Aufarbeitung der iitherl6slichen Rohsiiure zeigte 
es sich, dab in den 2¢ nur etwa 0,7 g Hiimatinsiiure ent- 
halten war. 

Die Einwirkung des von Merck bezogenen 30°, oigen 
Wasserstoffsuperoxyds auf das in der 60fachen Menge heiben 
Kisessigs gelOste Hiimatin ist eine sehr energische, bei einer 
Anfangstemperatur von 60—70° findet beim tropfenweise er- 
folgenden Eintragen von 20cem des Oxydationsmittels!) neben 
lebhafter Gasentwicklung ein Ansteigen der Temperatur auf 
4° statt und die Farbe der Lésung wird feurig rot. Die ge- 
nannte Menge der Hydroperoxydlosung wird auch schnell 
gebraucht, wiihrend weitere 20 ccm langsamer einwirken. Es 
war dann etwa zweistiindiges Erhitzen notwendig, ehe die Reak- 
tion mit Chromsiure negativ ausfiel. 

Bisher sind 4 Versuche mit 20, 30, 40 und 50 cem des 
Oxydationsmittels durchgefuhrt worden, wie aus der Tabelle 
ersichtlich, verschwinden in Wasser unlosliche organische Teile 
erst bei Verwendung von 40 ccm, dann ist aber die iither- 
lOsliche Rohsiiure bereits stark mit Bernsteinsiure durchsetzt: 


‘) Angenommen, die Molekel H,O, giébe ein Sauerstoffatom an die 
Himatinmolekel ab, so wiirden 3.4 g¢ — 10 cem des ersteren fiir 5 g 
Haimatin 12 Atome Sauerstoff bedeuten. 
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com bewirken eine vollige Oxydation, dtherlésliche Siiure 
war nur noch in Spuren vorhanden. 

Bemerkenswert erscheint mir noch, dab aus dem bei der 
Oxydation mit 20cem Wasserstoffsuperoxyvd entstehenden wasser- 
unloslichen Produkt, das natiirlich die Pyrrolreaktion gab, durch 
Kinwirkung von Chromsiure ebenfalls noch Hiimatinsiure er- 
halten wurde. 


Hima- 30° | | Unlésliches | Ather- 


Tem- 
tin HO, | Oxydations- | loshiche | Bemerkungen 
peratur | Sture | 
produkt 
cem g 


| 
| Das unlésl. Oxyd.-Prod. 
5 60-70" Reichlich | gab bei weiterer Oxydat. 
mit 6 g CrO, noch 0,7 ¢ 
| _kristallisierte Rohsiure 


30 | 80—90° | 10,5 + 12 | Letztere Mengen 
reichlich konnten erst nach 
| | Vor 'Zusatz von H,SO, durch 
40 | 78—980 | Yorhanden 
mest Fe(OH), | 1er extraniert weraen 
| | Wenig, nur 
| 65—S80° Spuren 


| anorganisch | 


Die Aufarbeitung der Rohsiiuren erfolgte in der Weise, 
dali die leichter in Ather léslichen Anteile — die schwerer 
lOslichen bestehen zum grobten Teil aus Bernsteinsiiure — durch 
HO°/oige Schwefelsiiure verseift wurden und dann das Kalksalz 
der Himatinsiure hergestellt: wurde. 

0.2101 ¢ Substanz (110°) gaben 0,061 ¢ CaO = 20,77°/0 Ca. 

Die wiedergewonnene Siiure kristallisierte in den charak- 
teristisechen Formen. 


D). Oxydation des Hiimatins in alkalischer Lésung. 


a) durch Natriumhypobromid. 

in Natronlauge gelOstes Hamatin wurden nach und 
nach mit im ganzen 17 ¢ im gleichen Mittel gelésten Broms 
versetzt. Soviel war nétig, um die Farbe der Lésung sichtlich 
aufzuhellen, dann waren auch die Absorptionsstreifen ver- 
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schwunden und es hatte sich ein reichlicher Niederschlag ge- 
bildet. Er wog getrocknet 1,1 g und enthielt 0.7 g Fe,Os, 
d. h. die ganze im verwendeten Hiimatin vorhandene Eisen- 
menge, daneben 0,4 g in Siiuren unldsliche Substanz, von der 
nur gesagt werden kann, dafi sie die Pvrrolreaktion gab. 

Die von diesem Niederschlag getrennte alkalische Losung 
wurde jetzt mit Schwefelsiiure angesiiuert, Spuren riechender, 
fliichtiger Korper mit Wasserdampf abgeblasen, alsdann durch 
Ather extrahiert. Der Atherriickstand betrug 1 g. Aus diesem 
gelang es, in gewohnter Weise ganz geringe Mengen des Kalk- 
salzes der Himatinsiure darzustellen. 

0,0425 g Substanz gaben 0.0115 CaO = Ca. 

Die wiedergewonnene Siure kristallisierte den charak- 
teristischen Formen von C,H,O.. 

Nach der ersten Ausschiittelung wurde die saure LOsung 
stark konzentriert, dann wieder mit Ather extrahiert, wobei 
noch 1,2 g herausgelést wurden. Der grdfte Teil dieser Menge 
bestand aus Oxalsiiture, nach Entfernung derselben konnte dann 
eine stickstofffreie Siiure ausgeiithert werden, deren Schmelz- 
punkt bei 165° lag, deren in Wasser lésliches Kalksalz zu 
einer hornartigen Masse eintrocknet. 

0,2815 ¢ Substanz gaben 0,0557 g CaO = 14,14°/0 Ca. 

Ks diirfte die Siiure vorliegen, welche sich, wie am Schluf 
der Einleitang bemerkt wurde, aus der Himatinsiure C.H.0, 
unter dem von Alkalien bildet. 


b) durch Calciumpermanganat. 

5 g Hiimatin, welche in Natronlauge gelést waren, wurden 
mit 5,56 ¢ CaMn,O, allmiihlich behandelt, wobei die Losung 
stundenlang geschiittelt wurde. In der alsdann vom Mangan- 
schlamm_ abfiltrierten Losung erzeugte Schwefelsiéure einen 
Niederschlag, der getrocknet 3 g¢ wog und dem Aussehen nach 
unveriindertes Hiimatin vorstellt. Die schwefelsaure Losung 
gab an Ather auSer Oxalsiiure Spuren einer wasserléslichen, 
stickstofffreien Siiure ab, welche sich bei ca. 200° unter Auf- 
schaumen zersetzt. 
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kK. Oxydation des Himatoporphyrins durch Chromsiure 
in schwefelsaurer Loésung. 


is seien hier nur zwei Versuche beschrieben, bei denen 
Hiimin zur Verwendung kam, da Hiimatin sich nur iiuferst 
langsam und unvollstiindig in konzentrierter Schwefelsiaure lOst.*) 

a) 2,0 g nicht gereinigtes Hamin wurden mit 25 ccm 
konzentrierter Schwefelsiiure 3 Stunden geschiittelt, wonach 
fast vollige Losung erfolgt ist. In die durch Glaswolle filtrierte 
Losung wurden nun 38 Chromtrioxyd, gelést in 20°/oiger 
Schwefelsaure, ganz allmiihlich eingetrépfelt, wobei eine heftige 
Kinwirkung stattfindet. Diese etwa 12 Atomen Sauerstoff ent- 
sprechende Menge des Oxydationsmittels war nach einem Tage 
reduziert, weitere 1,5 ¢ CrO, wurden erst aufgebraucht, nach- 
dem mit Wasser verdiinnt und erwiérmt worden war. bei 
stiirkerer Verdiinnung fielen schlieBlich nur O,1 g als unloslich aus, 
Ather entzog dann der Lisung zuniichst 0,7 g, spiiter noch 0,3 ¢. 

Aus den ersten Anteilen konnte das Calciumsalz von 
CH,O,N isoliert werden; es wurde umkristallisiert und analysiert. 

0,21 ¢ Substanz gaben 0.030 ¢ CaO = 10,19°% Ca 
Berechnet fiir (C,H,O,N),Ca: 9,9°/o >» 

Die regenerierte Siiture wurde dann verseift und das 
charakteristische WKalksalz der Hamatinsiiure erhalten: 
0.1865 g Substanz gaben 0,055 g CaO = 21,06°% 0 Ca. 

Aus den an zweiter Stelle durch Ather extrahierten Siiture- 
anteilen (0,3 g) konnte ein) beim Erhitzen der Losung_ sich 
ganz allmihlich absetzendes KWKalksalz gewonnen werden. Es 
diirfle sich um das Salz der Bernsteinsiiure handeln. 

0.0395 Substanz (130°) gaben 0.0144 CaO = 26,029/) Ca 

Berechnet fiir CJH,O,Ca = 25,64% » 

b) 2.5 g Hiimin wurden, wie angegeben, in Schwefelsiiure 
gelost, diese Losung wurde in 1 Liter Wasser eingetragen, 
der entstandene Niederschlag abfiltriert, dann in Wasser fein 
verteilt, Schwefelsiure zugefiigt, bis eine teilweise Losung ein- 
getreten war, und nun im ganzen 3,8 ¢ Chromtrioxyd all- 
mithlich eingetragen. Durch Schiitteln und Erwiirmen ging bis 


') Vergl. die Bemerkungen auf S, 396. 
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auf 0,5 g alles in Losung, Aus dem Filtrat’ konnten 0,5 ¢ 
Himatinsiure ausgeithert werden, spiiter noch O,5 g eines 
Saduregemisches, in dem sich Oxalsiiure vorfand. 

Die Versuche haben also, was die Ausbeute an Hiimatin- 
siiure betrifft, kein recht befriedigendes Resultat ergeben, andrer- 
seits liegen zu wenige vor, um ein abschlieBbendes Urteil fiillen 
zu konnen: ich bereite eine Wiederholung derselben vor. 


KF. Oxydation des Hiimatins durch Chromsiure in 
essigsaurer Losung. 


a) Da die hier befolete Methode schon beschrieben ist, 
gebe ich nur cine tabellarische Ubersicht iiber einige neuere 
Versuche. (Siehe Tabelle auf der niichsten Seite.) 

dem letzten Versuch wurde die gebundene Essig- 
saure nach Zusatz von Phosphorsiiure verjagt, um die Harz- 
bildung zu vermeiden, welche auf die Einwirkung der Schwefel- 
siure zurtickzufiihren sein diirfte. Doch sich das aus- 
gefallene Chromiphosphat nur schwer auswaschen und muble 
schlieblich in Schwefelsiiure gelost werden, damit die anhiingende 
Hiimatinsiiure durch Ather extrahiert werden konnte. 

Die Ausbeuten an Rohsiiuren stiegen also hier bis aut 
62°/o des verwendeten Dehydrochloridhiimins, der Kinflub der 
Harzbildung geht namentlich aus Versuch 2a hervor. 

beim Eintragen des Hiimatinschlamms in heiben Eisessig 
wurde einige Male die Beobachtung gemacht, dal ein Teil un- 
gelost blieb,!) das Filtrieren war zwar langwierig, wurde aber 
durchgefiihrt, der Riickstand mit heibem Eisessig, dann mit 
Wasser nachgewaschen und getrocknet. Er wog einmal 2,35, 
ein andermal 2,8 g, lOste sich in Natronlauge, wurde aus dieser 
Losung durch verdiinnte Essigsiiure gefiillt, dann filtriert, aus- 
gewaschen, aut FlieBpapier etwas getrocknet und nun in heifben 
Kisessig eingetragen, wobei nunmehr glatte Losung eintrat. 
Die Oxydation ergab, dab aus beiden Teilen ihrem Gewicht 
entsprechende Mengen von Hiématinsiiuren erhalten wurden. 

") Auch diese Beobachtung laft den SchlufS zu, aus dem 
Himin unter dem Einfluf§ der Lauge kein einheitlicher Kérper entsteht 


» 
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| Rohsiiure | 
Menge! Qxy- | Ver- | Wasser- 
Material dation | brauch direkt Harz unlisliches 
mt | be Produkt 
tins | athert, durch 
gereimigtes Z.-T. | 1,7 038 | O4 
() Mengen 
Hiirnin 
Ih) Wasserunlés-| 3g 0.2 ¢ gibt noch 
liches Produkt) — 0.3845) — | die Pyrrol- 
| CrO, 
aus la) | reaktion 
2a’ Umgelostes | - | 12At. | Z.-T. .| Reichliche 
meg lostes | 1.75! 05 | 06 Reichliche 
Acethamin in 36St.] Mengen 
2b) Wasserunlds- 3g | 
liches Produkt); — SO—90 "| 0.6 -— — 
CrO, | 
aus 2a) 
sa) lostes | 12 At 24 06 ; Reichliche 
Acethi 0) 
Acethamin 3 Tagen Mengen 
» | 
3b) Wasserunlos- 3¢ | 
liches Produkt CrO 0.6 
aus 3a) | 
12 At.0} Z.-T. 
chloridhiéimin 2 Mengen 
| 
Dehvd | 12At.0') Z.-T. | 
1 26» » $31 | — | 021 
chloridhamin | | 
| | 


1) Wie ich in der Einleitung schon angegeben habe, wird 
die Chromsiiure sehr schnell reduziert, sobald die ganze, etwa 
21 Sauerstoffatomen pro Molekel Hiimatin entsprechende Menge 
auf eimmal in die heibe essigsaure LOsung des Hamatins ein- 
cetragen wird. Auch hier seien die HResultate tabellarisch 


= 


wiedergegeben., 


Dem Anschein nach keine Himatinséure. 
*) Beinn Abdestillieren des Eisessigs im Vacuum. 
) Nach Verdiinnung mit Wasser in einer Stunde. 
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Oxy- | Tem- Roh Wasser 
Material dation} pera- Harz) Kohlendioxyd 
tins | Hennes 
Produkt 
| | | | 
5 j18At.0 80—90°| 2.9 | 
| 0.9 | 
2 Nicht » »|80—90°9| 2.7 
i 
ge- 5 | 80909 3,5 | | 
4 reinigtes, 5 21 > »/80—909| 3.3 | 
| 
5 nach 5 21> » 80-909) 34 | 
gi der 5 > 80—90°| 33 | 
von | 2,2 | 
2A» » 80-909) 33 | | 
Morner 
5 » 80—90%) 
11. 5 » 80—90°, 34 | des vorhan- 
| | | denen!) 
12 ) > 3,2 '/13 Kohlenstoffs 
| | | | 


Aus den Versuchen 38—-6 wurden also 33,1 g = 66,2 °/o 
des verwendeten, nicht gereinigten Hiamatins an itherldslicher 
Rohsiiure erhalten. Die Reinigung der im ganzen gewonnenen 
08,7 g ergab folgendes: Bei der Aufnahme in warmem Wasser 
blieb eine geringe Menge harziger Substanz zuriick. Aus der 
mittels Natronlauge alkalisch gemachten Losung wurden 0,7 g 
einer bligen Substanz durch Ather extrahiert, welche die Pyrrol- 
reaktion gab. Nach dem Wiederansiiuern und Filtration von 
wieder abgeschiedenem Harz wurden zuniichst 34,5 g gereinigte 
Rohsiiure ausgeiithert, nach stiirkerer Konzentration auf dem 
Wasserbade, wobei es auch zu reichlicher Harzbildung kam, 
noch 1,5 g, welche aber zumeist aus Bernsteinsiiure bestanden. 
Nach der Umkristallisation aus Aceton und Wasser wurde der 
Schmelzpunkt 185° gefunden. 

Die wiisserige Liésung der 34,5 g wurde dann mit 2,5 ¢g 
Calciumkarbonat versetzt, welche sich glatt lOsten, worauf von 


‘) Uber die Bestimmung des Kohlenoxyds vergl. diese Zeitschrift, 
Bd. XXVi, S. 324; bei 11) wurden 17,5 cem, bei 12) 41,1 cem N- HCl 
verbrauchi, bei 11) diirfle eine fehlerhafte Bestimmung vorliegen. 
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neuem durch Ather extrahiert wurde. Der Atherriickstand wog 
23,1 — er besteht aus fast reiner Hamatinsiure C,H,O,N. 
Die Kalksalzl6sung gab beim Erhitzen nur einen geringen harzigen 
Ausfall; die nach dem Ansiéuern durch Ather extrahierte Siiure 
wog etwa 10 g, in ihr liegt offenbar ein Gemisch von Hiimatin- 
siiure und Bernsteinsiiure vor, letztere konnte auch isoliert und 
an den Eigenschaften als solche erkannt werden. 


G. Untersuchung der Kalksalze, welche bei der 
teinigung der Rohhamatinsiiuren erhalten werden. 


Bei der Reinigung der Rohhiimatinsiiure wird bekanntlich 
die wiisserige Losung derselben nur mit etwa dem vierten Teil 
der zur vollstiindigen Bindung nétigen Menge von Calcium- 
karbonat behandelt.4) Aus der mit Ather?) erschépfend ex- 
trahierten Kalksalzlésung fallt beim Erhitzen das Kalksalz der 
Hiimatinsiiure CJH,O; heraus, sofern solche vorhanden ist. Dann 
wird eventuell das Filtrat im Vacuum zur Trockne gebracht, 
der Riickstand in der dreifachen Menge heiben Wassers auf- 
genommen, wobei wieder das Kalksalz von ungeldst 
zuriickbleiben kann.*) Aus dem = Filtrat) kristallisiert dann 
eventuell noch das Calciumsalz von CyH,0,N heraus. 

Die nun verbleibenden Mutterlaugen wurden jetzt nach 
Zusatz von Salzsiiure erneut mit Ather extrahiert; der Ather- 
riickstand erwies sich nach liingerer Zeit als teilweise  kri- 
stallisiert, so wurde denn versucht, daraus reine Produkte zu 
isolieren. Da eine Trennung mit Hilfe des Tontellers nicht 
erreicht wurde, loste ich das Séuregemenge in kaltem Wasser, 
wobei ein kleiner Riickstand blieb, der intensive Pyrrolreaktion 
gab, und fallte die wiisserige LOsung mit Bleiacetat, das Filtrat 
hiervon mit Bleiessig. 

Das erste Bleisalz mit 47,06°/o Pb) lieferte bei der Zer- 


') Der Berechnung liegt die Annahme zugrunde, daf\ die Gesamt- 
menge der Rohsiiure aus C,H,0,N_ besteht. 

Hierbei wird fast reine Hiimatinsiiure C,JH,0,N gewonnen. 

*) Das Kalksalz von C,H,0,N verhert beim Eindunsten seiner Lésung 
bereits Ammoniak, vergl. diese Zeitschrift, Bd. XXVUI, S. 24, Anm. 1. 

4) 0.2912 ¢ Substanz gaben 0,2006 g PbSO,. 
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setzung mit Schwefelsiiure viel harzige Massen, welche die 
Pyrrolreaktion gaben. Ein Versuch, daraus durch weitere 
Oxydation mit Chromsaure zur Hiimatinsaéure zu kommen, gab 
kein deutliches Resultat. 

Aus der schwefelsauren Lésung konnte nun wieder mit 
Ather Siiture extrahiert werden, welche nach einiger Zeit mit 
Kristallen durchsetzt erschien und sich in Wasser glatt léste. 
Dah auch hier noch ein Gemenge vorlag, zeigte die Kinwirkung 
von frisch gefilltem Kupferkarbonat, durch die ein unlésliches 
und ein losliches Kupfersalz erhalten wurde. Leider reichten 
die Mengen der aus diesen Salzen wieder hergestellten Sauren 
zu einer Identifizierung nicht aus. 

Das durch Bleiessig erhaltene Bleisalz enthielt 54,68°/o Pb,!) 
bei der Zersetzung durch Schwefelsiiure trat keine Harzabschei- 
dung ein: Ather extrahierte ein Siuregemenge, aus dem wiederum 
ein wasserldsliches und ein unlésliches Kupfersalz dargestellt 
werden konnte. Die aus ersterem regenerierte Saure wurde 
durch Umkristallisieren aus heibem Wasser zu reinigen ver- 
sucht, dann folgte Aufnahme in Aceton, aus welcher Losung 
Ather ein verharzendes Produkt ausfillte. Das Filtrat davon 
hinterlie} einen Riickstand, der nach zweimaligem Umkristalli- 
sieren aus heifem Wasser in ecinheitlichen, baumartig ver- 
zweigten Kristallen erhalten wurde. Es ist eine Stickstoff 
haltende Siéure, welche starke Pyrrolreaktion gibt, bei 240° 
noch nicht geschmolzen war, sich aber unter Dunkelfairbung 
zersetzt hatte. 

Die Aufarbeitung einer zweiten Portion Kalksalze, welche 
bei der Reinigung der aus 150 g Hiimatin hervorgehenden Roh- 
siiuren erhalten worden war, ergab den eben beschriebenen ahn- 
liche Resultate. Die erste Fiillung ergab 8,5 g bBleisalz mit 
59,25°/o Pb:?) die zweite Fiillung ergab 3,5 g Bleisalz mit 
52,2°/) Pb.#) Das erste Bleisalz sich dadurch teilen, dab 
es in heifer konzentrierter Essigsiiure aufgenommen wurde, 
beim Erkalten schied sich dann ein kleiner Teil unldslich ab 


') 03873 g Substanz gaben 0.3100 g PbSQ,. 


*) 0.3813 g Substanz gaben 0,33807 PbSO,. 
0.2445 g Substanz gaben 0,1863 g PbSO,,. 
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und konnte gesondert werden. Er enthielt 53,59°/o Pb?!) und 
eine amorphe, wasserunlisliche, stickstoffhaltige Saure, welche 
die Pyrrolreaktion gab. 

Aus dem in Essigsiiure léslich bleibenden Bleisalz wurden 
die zugehoérigen Siiuren nach Zusatz von Schwefelsiiure und 
Vertreibung der Essigsiure fraktioniert ausgeiithert. 

Die durch die ersten Ausschiittelungen erhaltenen Anteile 
lieben sich wieder in leichter und schwerer lOsliche trennen. 
Erstere bestanden aus Himatinsiure, C,H,O;, deren Kalksalz 
analysiert wurde : 

0,202 g Substanz gaben 0.0575 g CaO = 20,33% 0 Ca. 

Die schwerer lislichen Anteile zersetzten sich bei ca. 200° 
und gaben dabei Spuren eines kristallisierenden Sublimats, das 
den ganz charakteristischen Geruch der Imide disubstituierter 
Maleinsiiuren aufwies. 

Neben der Hiimatinsiiure, CsH,O;, wurde dann noch eine 
Siure aufgefunden, deren Kalksalz leicht in Wasser loslich ist 
und zu einer hornartigen Masse eintrocknet: 

0.194 ¢ Substanz gaben 0,0335 CaO = 12,34°%o Ca. 

Die regenerierte Siiure ist stickstoffhaltig, lie6b sich aber 
durch 50°/oige Schwefelsiiure nicht verseifen, sie gab die 
Pyrrolreaktion. Thr Silbersalz enthielt 538,9°%/o Ag. 

0,182 ¢ Substanz gaben 0,0945 g AgCl. 

Aus dem durch Bleiessig gefillten Bleisalz, das auch in 
kalter Essigsiture vollig loslich war, wurde ein Siiuregemisch 
wiedergewonnen, das zuniichst beim Lésen in Wasser einen 
undeutlich kristallisierten Riickstand hinterlieb. Er zersetzte 
sich bei 250° unter Dunkelfiirbung, ohne zu schmelzen, die 
Pyrrolreaktion war positiy. 

Die wasserloslichen Teile wurden mit Hilfe von Kupfer- 
hydroxyd zu trennen versucht, doch entstand hier kein unlos- 
liches Kupfersalz und beim Erhitzen der Losung desselben 
hildeten sich viel harzige Produkte. Das Filtrat davon ent- 
hielt Substanzen, welche sich aihnlich verhalten, wie die beim 
ersten Versuch an entsprechender Stelle beschriebenen. 


') O1995 Substanz gaben 0,1568 ¢ PbSOQ,. 
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Aus den mitgeteilten, noeh recht unsicheren Resultaten 
diirfte doch geschlossen werden kénnen, dab unter den Oxy- 
dationsprodukten des Hiimatins neben den Hiimatinsiéiuren auch 
noch hoher molekulare Substanzen vorhanden sind, welche 
als Zwischenprodukte aufzufassen sind und daher fiir die 
Erkennung der Konstitution des Hiimatins von Bedeutung 
werden konnen. 

Die vorliegenden Untersuchungen sind im Tiibinger physio- 
logisch-chemischen Institut begonnen und im chemischen Institut 
der Tierirztlichen Hochschule zu Stuttgart beendet worden — 
mit Benutzung von Geldmitteln, welche mir die K. Akademie 
der Wissenschaften zu Berlin giitigst bewilligt hatte. 


Stuttgart, im Miirz 1905. 
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Notizen zur Chlorophylichemie. 
Von 


L. Marchlewski. 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Marz 1905.) 


I. 


In seiner sehr interessanten Abhandlung «zur Frage nach der 
Spaltbarkeit von Racemverbindungen durch zirkular polarisiertes Licht etc. », 
spricht A. Byk*) von optisch aktivem Chlorophyll und benutzt unter 
anderem mit Chlorophyll sensibilisierte Platten zur Entscheidung der 
Frage, ob die zwei verschiedenen Gattungen des zirkular polarisierten 
Lichtes eine verschiedene Wirkung auf derartige Platten besitzen, ohne 
jedoch Beweise zu liefern, dafs Chlorophyll wirklich optisch aktiv ist, 
d. h. die Ebene des polarisierten Lichtes dreht. Auf die Wichtigkeit des 
Problems der optischen Aktivitiéit des Chlorophylls habe, wie es scheint. 
zuerst ich selbst vor ca. 10 Jahren die Aufmerksamkeit gelenkt. In 
einer kleinen zusammenfassenden Abhandlung: «Die Chemie des Chloro- 
phylls»,*) sagte ich: «Die in tiefer Dunkelheit tappende chemische Assimi- 
lationstheorie, welche dem Chlorophyll eine wichtigere Rolle als die 
eines Farbenschirmes zuschreibt, erhielt in der letzten Zeit eine starke 
Stiitze. KE. Fischer wies nach, dafi, allgemein gesprochen, ein sogenanntes 
aktives oder asymmetrisches System bei seiner Umwandlung ein anderes 
asymetrisches System ins Leben ruft. Das eine aktive Molekiil gebahrt 
ein zweites. Es wire demnach mdglich, dafs die Chlorophyllmolekel 
asymmetrisch gebaut ware und daf\ sie dadurch zum mittelbaren Werk- 
zeug der Darstellung von solch asymmetrischem Komplex, wie es 
(ilukose ist, gestempelt wird. Ist nun tatséchlich die Chlorophyllmolekel 
asymmetrisch ? Ganz sicher kann man die Frage nicht beantworten, da die 
starke Farbung auch verdiinnter LOsungen reiner Chlorophyllderivate einen 
direkten Versuch unmdéglich machte. Jedoch mufs erwihnt werden, dab 
der Kristallhabitus des Phyllotaonins von einer Beschaffenheit ist, die 
die obige Frage bejahen lift, das Phyllotaonin kristallisiert némlich im 
monosymmetrischen System besitzt hemipyramide Begrenzungs- 
flichen.» 


‘) Zeitschrift fiir physikal. Chem., Bd. XLIX, 5. 641 (1904). 
*) Naturwissenschaftliche Rundschau, Bd. X, S. 147 (1895). 
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Alle bis jetzt genauer untersuchten und rein dargestellten Chloro- 
phyllderivate, mit Ausnahme des Alkachlorophylls und Phylloporphyrins, 
welche in dieser Richtung noch nicht untersucht wurden, geben so 
dunkle Lésungen, dafs eine direkte Untersuchung derselben im Polari- 
sationsapparat bis jetzt auch bei Anwendung verschiedenster Lichtarten 
nicht durchfiihrbar war. 

Einfacher wiirde sich die Aufgabe gestalten, wenn man absolut 
reines Chlorophyll zur Verfiigung hiitte: denn wie mir Herr Prof. 
H. Landolt am 20. Juli 1895 mitteilte, kann eine dtherische Loésung 
von Rohchlorophyll, welche in 50 mm dicker Schicht Tageslicht nicht 
hindurchlift, im Zirkonlicht doch untersucht werden. Die Aufgabe der 
Reindarstellung des Chlorophylls ist aber leider bis jetzt nicht gelodst, 
denn obwohl die von mir und ©. A. Schunck') beschriebene Methode 
zu einem Produkte fiihrt, welches sicherlich frei von gefirbten Bei- 
mengungen ist, so kann jedoch nicht versichert werden, daf§ es auch 
frei von etwa optisch aktiven farblosen Beimengungen ist. Trotzdem 
ich also alle meine reinsten Chlorophyllpriparate als optisch aktiv be- 
funden, zwar schwach linksdrehend, so darf ich jedoch nicht behaupten, 
dafi die optische Aktivitét wirklich der griinen Molekel zukommt. Dic 
Hoffnung, das Problem der Reindarstellung des Chlorophylls zu lésen, 
gebe ich natiirlich durchaus nicht auf, vielleicht wird die diesjiihrige 
«Chlorophylikampagne» das Erhofifte endlich erfiillen. Inzwischen wiirde 
ich es jedoch der Mihe wert halten, die Bykschen Experimente mit 
reinen Chlorophyllderivaten zu wiederholen und zu versuchen, auf in- 
direktem Wege die optische Aktivitiét der Chlorophyllderivate und des 
Chlorophylls selbst darzulegen. 


II. 


Im Jahre 1891 publizierte Hartley?) eine Methode zur Reindar- 
stellung des Chlorophylls, die darauf beruht, daf§ eine alkoholische Roh- 
chlorophyllé6sung mit Baryumhydroxyd versetzt wird und der erhaltene 
Niederschlag mit Borsiure behandelt wird. Um _ irgendwelchen Un- 
genauigkeiten in meiner Interpretation der Hartleyschen Methode aus- 
zuweichen, sei mir erlaubt, den Hauptpassus der Hartleyschen Arbeit *) 
hier wortlich zu zitieren: <To the alcoholic solution a warm saturated 
solution of barium hydrate is then carefully added, until no further 
precipitation takes place, a rich green precipitate in formed leaving 
the solution yellow. After filtration and repeated washing on_ the 
filter with water and alcohoi, which latter may be boiling, some of the 

Rozprawy Akademii Umiejetnosci w Krakowie, Bd. XIX, 5.55(1900). 

Trans. Chem. Society, S. 1080 (1900). 

*) Trans. Chem. Society, 5S. 106 (1891). 

p. 126 
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vellow colouring matter still staines the filter. This is casily removable 
by washing with either cold or boiling chloroform. After a time, the 
vashings begin to run with a greenish-yellow tinge. At this stage, the 
filter may be washed with boiling aleohel, and a repetition of the process 
causes the spirit to run through colouriess. In order to separate the 
blue chlorophyll from the baryta compound, the precipitate is treated 
with a warm solution of borie acid in glycerin, to which alcohol is 
added, when a solution of blue chlorophyll is obtained.» 

Ich habe mit C. A. Schunck') die Methode von Hartley durch- 
gepriift und, wie nicht anders zu erwarten, gefunden, daft das <blaue 
Chlorophvily von Hartley nicht mehr unveriindertes Chlorophyll ist, 
sondern irgend ein Umwandlungsprodukt desselben, welches in naher 
Beziehung zum Alkachlorophyll steht. Wiihrend nimlich Rohchlorophyll- 
lGsungen unter der Einwirkung von Salzsiiure Phylloxanthin resp. Phyllo- 
eyanin§ liefern, gibt das Hartleysche Produkt keines beiden, 
sondern Phyllotaonin bezw. seinen Ather. Den von Hartley be- 
schriebenen Baryumniederschlag betrachteten wir als eine Ba-Verbindung 
des griinen Farbstoffs (Hartleys blauen Chlorophylls) und die Ein- 
wirkung von Bors‘iure auf diesen als einen Umsatz zwischen dieser 
Ba-Verbindung und der Siiure, unter Freisetzung des Farbstoffs und 
Bildung eines Baryumborates. 

Vor einiger Zeit publizierte nun Hartley eine weitere Arbeit*) 
ber diese Angelegenheit, die die Resultate unserer Beobachtungen in 
Frage zu stellen scheint, und die ich angesichts des verdientermafen 
angesehenen Namens ihres Verfassers nicht unbeantwortet lassen kann. 

Zuniichst glaubt Hartley, daf die von ihm in alkoholischen 
Rohchlorophyllésungen durch Baryumhydrat verursachte Fallung nicht 
als Baryumverbindung des griinen Farbstoffs zu betrachten ist, sondern, 
wenn ich so sagen darf, das Resultat der aussalzenden Wirkung des 
Baryumhydroxyds, verursacht durch die Abscheidung fettsauren 
Baryumverbindungen. Um die griine Fallung in Liésung zu bringen, ist 
es nach Hartley (.c¢., p. 1611) nicht nétig, Borsiure anzuwenden, 
sondern es genugt die Wirkung eines Glyzerinborsiiureesters, den er 
durch Erwiirmen von wasserfreiem Glyzerin mit Borsiiure auf 150° dar- 
stellt. Die alkoholische Lisung dieses Esters wurde nun mit dem 
getrockneten Baryumniederschlag zusammengebracht und die ent- 
standene alkoholische Lésung des Farbstoffs dann weiter, wie unten 
beschrieben, untersucht. Auf den Umstand, dafi Hartley hier den ge- 
trockneten Baryumniederschlag anwandte, weise ich besonders hin, denn 
Hartley hebt auf derselben Seite 1611 als Argument fiir die Annahme, 
dafi die Ba-Fillung keine Ba-Verbindung des griinen Farbstoffs, hervor, 
dafi die gewaschene, aber nicht getrocknete Féallung in Benzol léslich 
ist. Diese letztere Angabe ist an und fiir sich unwahrscheinlich, denn 
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seinen friiheren Angaben nach,') die ich mit Schunck jun. bestitigen 
konnte, kann man dic Ba-Failung mit siedendem Alkohol oder Chloro- 
form waschen, ohne Farbstoff dabei zu lésen. Wiire die jetzige Angabe 
Hartleys wirklich richtig, dann wiire die vermeintliche Léslichkeit des 
Farbstoffs in Benzol und Unléslichkeit in Alkohol oder Chloroform ailein 
schon ein Beweis, daf’ der Hartleysche Farbstoff nicht unveriindertes 
Chlorophyll ist. Trotzdem halt er aber an seiner fritheren Ansicht fest, 
dafi der nach seiner Methode dargestellte Farbstoff kein Umwandlungs- 
produkt des Chlorophylls, sondern mehr oder weniger rein  isoliertes 
Chlorophyll selbst ist. 

Um dies zu beweisen, behandelte er eine alkoholische Losung 
seines Farbstoffs, sowie die Benzollisung des Rohchlorophylls mit Salz- 
siure und untersuchte die Spektra der erhaltenen salzsauren Losungen 
spektroskopisch. Das Resultat scheint Hartley von der Identitaét beider 
Lésungen zu tiberzeugen. Mir ist die Beschreibung der beobachteten 
Spektra tiberhaupt unverstiindlich, denn in einem Falle hatte Hartley 
sicherlich eine Auflésung von Phyllocyanin in HCl, und eine solche er- 
zeugt 5 Biinder und nicht 38, wie Hartley angibt. Sodann aber wiire 
es ganz gut moéglich, daf Hartley (dem das Phyllotaonin und seine Ather. 
wie es scheint, unbekannt sind und der daher das spektroskopische Ver- 
halten dieser KOrper selbst nicht studieren konnte) die beiden Spektren 
so iihnlich fand, weil die Unterschiede im spektroskopischen Verhalten 
salzsaurer LOsungen des Phyllocyanins und Phyllotaonins bezw. seiner 
Ather in der Tat sehr gering sind. Ganz anders wiirde sich ihm die 
Sache vorgestellt haben. wenn er unseren Rat befolgt und die salz- 
sauren Ldsungen in Wasser gegossen hatte und durch Extraktion der 
erhaltenen Farbstoffsuspensionen Phyllocyanin bezw. Phyllotaonin oder 
seine Ather im freien Zustande isoliert hiitte. 

Den Beweis, Hartleys «<blaues Chlorophyll» nicht unver- 
uindertes Chlorophyll ist, kann man aber noch viel einfacher fiihren, und 
der Umstand, dafi Hartley dies nicht einsehen kann, ist um so auf- 
fallender, als die von ihm gegebene Beschreibung der Figenschaften seines 
blauen Chlorophylls im grofen und ganzen richtig ist, aber durchaus nicht 
mit der des unveranderten Chlorophylls tibereinstimmt. Der Hartleysche 
Farbstoff, in konzentrierten Losungen betrachtet, erzeugt im Spektrum vier 
Bander, von denen das in Rot selir intensiv und breit erscheint, wiihrend die 
drei anderen, besonders das letzte, in Blau sehr schwach sind. Im Orange 
ist kein Band wahrzunehmen. Der Unterschied im Vergleich mit dem un- 
veriinderten Chlorophyll kommt aber noch mehr zum Vorschein, wenn 
man sehr verdiinnte Losungen der beiden Farbstoffe betrachtet. Ver- 
diinnt man niémlich den Hartleyschen Farbstoff so weit, daf\ die drei 
schwachen Binder verschwinden, dann bemerkt man, dafi das zuerst 
einheitlich erscheinende Band in Rot in zwei gespalten wird, von denen 


') Trans. of the Chem. Society, Bd. LAXXYV, S. 1608 (190%). 
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das detn Infrarot naher gelegene dunkler und breiter ist; das Chlorophyll 
selber aber zeigt keine Spaltung des charakteristischen Bandes. Trotz der 
neuesten Hartleyschen Abhandlung kann daher das von Schunck jun. 
und mir uber das «<blaue Chlorophyll» gefallte Urteil nicht geéndert 
werden: Hartleys Farbstoff ist picht unveraéndertes Chlorophyll, sondern 
ein Chlorophyllderivat. 


ill. 


In dem vielgelesenen, trefflichen Werk v. Lippmanns «Die Chemie 
der Zuckerarten» findet sich eine unrichtige historische Angabe, auf die 
ich hier in Kiirze eingehen moéchte, um so mehr, als vy. Lippmann 
nicht der einzige Autor ist, der die betreffende Angelegenheit in un- 
richtigem Licht wiedergibt. Auf 5S. 1752, Band II des genannten Werkes 
spricht v. Lippmann anliflich einer ilichtigen Besprechung der Rolle 
des Chlorophylls bet der Assimilation von der Lehre von einer niheren 
Verwandtschaft des Chlorophylls mit dem Blutfarbstoff, die von Hoppe- 
Seyler’) und Nencki*) herstammen soll. Dies ist unrichtig, Hoppe- 
Seyler und Nencki waren nicht die ersten, die auf die Verwandtschaft 
der genannten Korper aufmerksam machten, sondern E. Schunck sen. 
und ich. Mit welechem Recht man Hoppe-Seyler diese Entdeckung 
zuschreiben kann, ist mir ganz unbegreiflich, denn die einzige Stelle in 
Hoppe-Seyvlers Schriften, auf die sich v. Lippmann vielleicht bezog, 
lautet wie folgt:%) «Die blaéulich purpurrote Lésung zeigt in ihren Licht- 
absorptionsverhiiltnissen sehr auffallende Ahnlichkeit mit dem aus Hiimo- 
globin durch Einwirkung starker Séuren, reichlich aus Hamatin durch 
Siiuren oder durch Reduktionsmittel erhaltenen und unter dem Namen 
Hiimatoporphyrin von mir beschriebenen Substanz; auch in fluores- 
ziecrendem Lichte, das ich friiher beim Hiimatoporphyrin aufer acht ge- 
lassen hatte, zeigt sich grofe Ahnlichkeit.» Von einer Verwandtschaft 
beider Kérper éufert sich Hoppe-Seyler, meines Wissens, in seinen 
Schriften tiberhaupt nicht, auch konnte ihm eine solche Annahme 
schwerlich vorgeschwebt haben, da er das Phylloporphyrin irrtiimlicher- 
weise als Zersetzungsprodukt der, nach ihm, N-freien Dichromatinséure 
doch auch als N-frei betrachten mufite. Was nun Nencki anbelangt, so 
kann v. Lippmann die von ihm zitierte Abhandlung Nenckis un- 
moglich gelesen haben, denn gerade dieser bertihmte Forscher spricht 
sich dort ganz unzweideutig tiber die Urheberschaft der bewuften Ent- 
deckung aus. 


Krakau, im Mirz 1905. 
') Diese Zeitschrift, Bd. IV, S. 201 (1880). 


*) Ber.. Bd. XXIX, 3. 1350 (1896). 
|. ¢. 
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Uber das Guanidinpikrolonat. 


Von 
Martin Schenck. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Miirz 1905.) 


Von Kutscher und Otori wurde beobachtet, daf auch das 
Guanidin unter bestimmten Bedingungen eine schwerlidsliche Verbindung 
mit Pikrolonsiiure bildet. Ich gebe im folgenden das eigenartige Ver- 
halten des Guanidins gegen Pikrolonsiiure des niiheren an. Versetzt man 
eine nicht zu konzentrierte Losung von Guanidinkarbonat mit alkoholischer 
Pikrolonsiiure, so bleibt die Fliissigkeit klar; benutzt man eine konzen- 
trierte Guanidinlésung, dann entsteht auf Zusatz von alkoholischer Pikrolon- 
siiure eine Fallung, die sich aber auf Zugabe von Alkohol lost. Dieses 
Verhalten des Guanidins gegen alkoholische Pikrolonsiiure und Alkohol 
macht es méglich, das Guanidin von jenen Verbindungen abzutrennen, 
welche wie das Arginin- und Histidinpikrolonat') in Alkohol schwer léslich 
sind, Versetzt man aber eine wiisserige Losung von Guanidinkarbonat 
mit wiisseriger Pikrolonsiurelésung, dann bildet sich auch noch in sehr 
verdiinnten Lésungen von Guanidin eine reichliche Fiillung. Dieselbe ist 
amorph, aber leicht kristallinisch zu erhalten, man hat nur nétig. sie 
in heifem Wasser, in dem sie leicht léslich, zu lésen. Beim Erkalten 
der Fliissigkeit scheidet sie sich dann in kleinen Drusen, die aus sehr 
feinen mikroskopischen Niidelchen bestehen, ab. Wegen der geringen 
Léslichkeit dieser Verbindung in kaltem Wasser ist sie neben dem 
Guanidinpikrat wohl die geeignetste, um das Guanidin zu isolieren. Der 
Zersetzungspunkt (unter Aufschéiumen) liegt bei 272—274” (unkorr.). Das 
Guanidinpikrolonat entspricht der Formel: CN,H,-C,,H,N,O,, denn 
0.1295 ¢ Substanz gaben 33,8 ccm N bei 14,59 und 733,0 mm Hg; ge- 
funden: 29,9°/o N; berechnet fiir CN,H,-C,H,N,O,: 30,39°% N. Die 
Substanz ist ziemlich schwer verbrennlich, auch mufs sie bei 150° ge- 
trocknet werden, wenn man sie vollstiindig kristallwasserfrei erhalten will. 


1) Siehe Steudel, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 219. 
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Zur Kenntnis des Phosphorharns. 
Von 


J. Wohlgemuth. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. April 1905.) 


In dem vorigen Heft dieser Zeitschrift (S. 74) teilte ich mit, daf 
sich im Phosphorharn Arginin findet. Diese Behauptung  stiitzte sich 
auf das Ergebnis, daf§ es mir gelungen war, Arginin als Pikrolonat so- 
wohl aus menschlichem wie aus Kaninchenharn nach Phosphorvergiftung 
zu isolieren. Nun macht aber Steudel darauf aufmerksam, dafs seine 
friiheren Angaben iiber das pikrolonsaure Arginin (Bd. XXXVIII, S. 219) 
insofern einer Berichtigung bedirfen, als das Arginin nicht mit 2 Molekiilen, 
sondern nur mit 1 Molekiil Pikrolonsiiure ein Salz bildet. Diese Mitteilung 
veranlaft mich, die Zahlen, die ich fiir meine aus Phosphorharn isolierten 
Pikrolonate erhalten, und die ohne weiteres fiir Arginin sprachen, noch 
einmal mit der fiir die Verbindung neu aufgestellten Formel zu_ver- 
gleichen, Es zeigte sich, daf§ der N-Gehalt mit der verlangten Zahl gut 
iibereinstimmt, hingegen die C-Werte wesentlich von den theoretischen 
abweichen. Da mir kein reines Arginin zur Verfiigung steht, so bin ich 
nicht in der Lage, zu priifen, ob die Base vielleicht unter anderen als 
von Steudel gewiihlten Bedingungen nicht auch mit 2 Molekiilen Pikrolon- 
siiure in Bindung gehen kann. Fiir einen solchen Fall stimmen, wie 
S. 76 und 83 ersichtlich, die gefundenen analytischen Daten mit denen 
der Theorie ausgezeichnet tiberein. Die Aufkliirung dieser Angelegenheit 
weiteren Untersuchungen tiberlassen bleiben. 
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LaBt sich der Stickstoffgehalt in Lysin und ahnlichen Ver- 
bindungen nach Kjeldahl bestimmen? 
Von 


S. P. L. Sérensen und A. C. Andersen. 


(Der Redaktion zugegangen am 3, April 1905.) 


Vor ca. 112 Jahren haben S. P. L. Sérensen und 
C. Pedersen eine Abhandlung verdffentlicht,!) in welcher 
nachgewiesen wurde, dafi es, im Gegensatze zu den Angaben 
von Fr. Kutscher und H. Steudel,?) sehr wohl tunlich ist, 
den Stickstoffgehalt in Stoffen, wie Kreatin, Kreatinin, Harn- 
siure und Lysin nach Kjeldahl zu bestimmen. Es. stellte 
sich jedoch heraus, wie es im Schlusse der Abhandlung er- 
wiihnt wurde, daf, wihrend die drei erstgenannten Stoffe leicht 
und glatt nach Kjeldahl analysiert werden konnten, dies 
beim Lysin nicht zutreffend war; dasselbe gehdrte zu den 
Substanzen, welche durch Erhitzen mit konzentrierter Schwefel- 
siure nur schwierig den gesamten Stickstoff als Ammoniak 
abspalten. Bei einigen spiiter ausgefiihrten Analysen eines 
Lysinsubstitutionsprodukts, der Lysursiiure (Dibenzoyllysin), 
traten diese Schwierigkeiten noch stiirker hervor, indem es 
sich als unmoglich erwies, durch eine gewohnliche KjeldahIsche 
Bestimmung, selbst mit einer Kochdauer von 24 Stunden, 
mehr als 7,56°/o Stickstoff in reiner Lysursiiure zu finden, 
wiihrend der berechnete Stickstoffgehalt 7,93°/o betrug. Die 
Abweichung ist gewif viel geringer als die, welche Kutscher 
und Steudel*) sowohl wie friiher Y. Henderson ‘) bei Stick- 
stoffbestimmungen nach Kjeldahl in Lysinverbindungen  ge- 
funden haben, aber doch grof genug, um ernstliches Bedenken 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 513 (1903). 
?) Ibid., Bd. XXXIX, S. 12 (1903). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 322 (1900). 
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erregen zu konnen. Das Lysin ist ja ein sehr wichtiges 
Zersetzungsprodukt der meisten Proteinstoffe und der Stick- 
stoff des Lysins ist wohl in den Proteinstoffen auf ahnliche 


| 
Weise wie in der Lysursiinre gebunden, —C—NE—CO—, 


so der Stickstoffbestimmung in beiden Fallen dieselben 
Schwierigkeiten anhaften; diese treten natiirlich bei der Protein- 
stoffanalyse nicht so stark hervor, weil der Lysinstickstoff hier 
nur einen Teil des gesamten Proteinstickstoffs ausmacht. Dab 
der Fehler von um so grOferer Bedeutung ist, je hoher der 


Lysingehalt der zur Analyse vorliegenden Substanz ist — es 
moge nun ein Proteinstoff oder Spaltungsprodukte desselben 
vorliegen — ist selbstverstiindlich; wir haben daher gemeint, 


dali es von grobem Interesse sein wiirde, feststellen zu kOnnen: 

1. warum bei der gewohnlichen Kjeldahischen Be- 
stimmung die Lysinverbindungen nur schwierig den gesamten 
Stickstoff als Ammoniak abgeben, und 

2. auf welche Weise diese Schwierigkeiten beseitigt 
werden konnen. 

Schon Henderson iiubert, allerdings nur auf einen ein- 
zigen Versuch gestiitzt, es ihm = scheint, als ob eine 
fliichtige, stickstoffhaltige Substanz durch lange dauerndes Er- 
hitzen des Lysins mit konzentrierter Schwefelsaure verfliichtigt 
werde. Kutscher und Steudel geben dieser AuSerung eine 
festere Form, indem sie, gestiitzt sowohl auf eigene Versuche, 
wie auf diejenigen von Zickgraf!) und Herzog?) — durch 
welche es nachgewiesen worden ist, dab Lysin, Histidin, Kreatin 
und Kreatinin durch Oxydation mit Baryumpermanganat blau- 
siiure geben kénnen — die Vermutung aussprechen, dal 
vielleicht auch durch Erhitzen der genannten Stoffe mit kon- 
zentrierter Schwefelsiiure eine Entwickelung von blausiiure 
stattfinden kOnne. Diese Erklirungsweise hat auch schon in 
den Handbiichern Platz gefunden: so sechreibt O. Cohnheim 
in der letzten Ausgabe (1904) seiner «Chemie der Eiweibkorper » 
bei der Besprechung des Lysins (S. 27): «Nach Henderson, 


') Ber. der Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, 3. 3401 (1902). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, 5S. 248 (1903). 


Laft sich der Stickstoffgehalt ete. nach Kjeldahl bestimmen? 431 


Kutscher und Steudel liefert die Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl nicht immer richtige Werte, vielleicht weil ein Teil 
des Stickstoffs zu Blausiiure wird, wie dies bei der Oxydation 
mit Baryumpermanganat Zickgraf beobachtet hat». 

Es wird im folgenden nachgewiesen werden, dal diese 
Erklarungsweise nicht richtig ist; Lysinverbindungen kénnen 
ohneStickstoffverlust beliebig lange mit konzentrierter 
Schwefelsiiure erhitzt werden, die Erkliirung muf ander- 
wiirts gesucht werden. 

Vergleicht man die rationellen Formeln fiir Ornithin und 
Lysin, von welchen Verbindungen die erstere bei der gewOhn- 
lichen Kjeldahlschen Bestimmung sich ganz normal verhiilt, 


CH, — CH, — Cl, —CH— COOH Ci, 
NH, XH, XH, NH, 
Ornithin Lysin 

ersieht man, daf der ganze Unterschied in einer CH,-Gruppe 
besteht, und es ist nicht leicht einzusehen, warum der einen 
Verbindung in héherem Grad als der andern eine Neigung zur 
Entwickelung von Blausaéure oder einer anderen fliichtigen 
stickstoffhaltigen, nicht alkalischen Substanz beim Erhitzen mit 
konzentrierter Schwefelsiiure beizumessen wiire. Dagegen wiire 
es leicht verstiindlich, wenn diese Diaminoverbindungen durch Er- 
wiirmen mit starken Séuren Ammoniak abspalten koénnten, 
indem gleichzeitig a-Pyrrolidinkarbonsiure bezw. a-Piperidin- 
karbonséure 


CH, 
CH, — CH, CH, CH, 

| | 
CH, CH— COOH CH, CH— COOH 

NH NH 

a-Pyrrolidinkarbonsiure a-Piperidinkarbonsiéure 


gebildet wiirde, und dafi solche ringformige Verbindungen durch 
Erhitzen mit Schwefelsiure verschieden leicht zersetzt werden, 
scheint uns ganz natiirlich. Das oben erwihnte abnormale 
Verhalten des Lysins bei der Stickstoffbestimmung nach Kjel- 
dahl diirfte wohl auf diesem Wege seine Erklirung finden, 
denn es hat sich erwiesen, dafi sowohl a-Pyrrolidinkarbonsaure 
28* 
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selbst als auch eine Reihe Aminoséuren (a-Amino-d-oxyvalerian- 
siure, a-d-Diaminovaleriansaure u. dergl.), welche durch Ring- 
schlieBung Pyrrolidinverbindungen geben kénnen, leicht und 
glatt nach der gewOhnlichen KjeldahIschen Methode analysiert 
werden kénnen. Dagegen lift es sich nicht oder nur sehr 
schwierig tun, in Pyridin, Piperidin oder in solchen Substanzen, 
welche durch Ringschliebung  Piperidinverbindungen geben 
kénnen (z. b. Lysin, a-e-Diaminopimelinsaure u. dergl.), den 
Stickstoffgehalt auf diese Weise zu bestimmen.!) Bei solchen 
Verbindungen muB die KjeldahIsche Methode modifiziert werden, 
um eine. stiirkere Wirkung der Schwefelsiure erzielen. 
Am einfachsten scheint es wohl, den Siedepunkt der Schwefel- 
siiure durch Zusatz von Kaliumsulfat zu erhdhen, wie Gunning?) 
es vorgeschlagen hat. Es erwies sich dann wirklich auch, das 
alle die oben erwahnten schwierig zersetzlichen Verbindungen 
sich nach der Gunningschen Modifikation analysieren liefen, 
es war aber bisweilen eine lange Kochdauer erforderlich, um 
allen Stickstoff in Ammoniak umzuwandeln. Am leichtesten und 
schnellsten wurde die Zersetzung nach der zuerst von Arnold 
und Wedemeyer’) vorgeschlagenen Kombination der von 
Gunning und andererseits der von Arnold eingefiihrten 
Modifikation vorgenommen, bei welcher Kombination, wie be- 
kannt, ein Zusatz von sowohl Kaliumsulfat, wie auch von den 
katalytisch wirkenden Oxyden von Quecksilber und Kupfer 
angewendet wird.*) 

1) In diesem Zusammenhang modge es auch erwiihnt werden, daf 
K. Andrlik (Zeitschrift fiir Zuckerindustrie in Bbhmen, Bd. XXVI, 8. 667 
{1902]) gefunden hat, dafi verschiedene stickstoffhaltige Abfallsprodukte 
bei der Zuckerfabrikation wie auch solche Stoffe wie Betain und Coffein 
durch Erhitzen mit konzentrierter Schwefelsiiure neben Ammoniak auch 
schwierig zersetzliche Amine geben. Im Anschluf hieran fithren Kutscher 
und Steudel in ihrer oben erwiihnten Abhandlung die Méglichkeit an, 
daf§ die von ihnen geriigten Schwierigkeiten bei der KjeldahIschen 
Stickstoffbestimmung auf iihnliche Weise erklirt werden kinnen. 

2) Zeitschrift f. anal. Chemie, Bd. XXVIII, 8. 188 (1889). 

5) Zeitschrift f. anal. Chemie, Bd. XXXI, S. 525 (1892). 

*) Vergleiche die schéne Arbeit von G. Bredig und J. W. Brown, 


«Katalytische Oxydationen organischer Substanzen mit konzentrierter 
Schwefelsiiure> (Zeitschrift f. physik. Chemie, Bd. XLVI, S. 502 [1903)), 
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Hiernach lieh es sich denn auch leicht feststellen, dab kein 
Stickstoff bei einer gewohnlichen Kjeldahlschen Bestimmung 
weggeht, denn nachdem das Erhitzen mit konzentrierter Schwefel- 
siiure und ein wenig Kupferoxyd wie gewohnlich vorgenommen 
worden war, konnten Kaliumsulfat, Kupferoxyd und Queck- 
silberoxyd zugesetzt, und darnach die Zersetzung durch er- 
neuertes Kochen zum Ende gefiihrt werden, auch auf diese 
Weise erhielt man den gesamten Stickstoff als Ammoniak. 

Es ist also ersichtlich, diese Verbindungen beim 
Kochen mit konzentrierter Schwefelsiiture sich ganz so ver- 
halten, wie es nach der Konstitution derselben zu erwarten 
wiire: in dieser Beziehung besteht kein Wesens-, wohl aber ein 
Gradunterschied zwischen diesen und allen anderen aliphatischen 
Aminoverbindungen, einige werden leichter als andere zersetzt, 
die hier in Rede stehenden gehoren zu den am schwierigsten 
zersetzlichen; ein Verlust an Stickstoff wiaihrend des Erhitzens 
mit Schwefelsiiure findet aber nicht statt. 

Es ist also bisher unter den Zersetzungsprodukten der 
Proteinstoffe keine Verbindung isoliert worden, die ihren Stick- 
stoff in der Art gebunden enthilt, dal derselbe durch passen- 
des Erhitzen mit konzentrierter Schwefelsaéure nicht vollstindig 
in Ammoniak iibergefiihrt werden kann. Aus dem oben an- 
gefiihrten geht es andererseits hervor, dafi sich unter den Zer- 
setzungsprodukten solche Stoffe vorfinden koOnnen, die nur 
schwierig und bisweilen nur unvollstandig bei der gewOhnlichen 
Kjeldahlschen Bestimmung zerlegt werden. Es empfiehlt 
sich daher, bei der Analyse von Proteinstoffen oder 
von Zersetzungsprodukten derselben immer zu unter- 
suchen, ob eine Stickstoffbestimmung nach der ge- 
woOhnlichen Kjeldahlschen Methode den gleichen Stick- 
stoffgehalt wie eine Bestimmung nach der kombinier- 
ten Gunning-Arnoldschen Modifikation gibt, und nur 


in welcher es u. a. nachgewiesen wird, teils daf Kaliumsulfat nicht 
katalytisch wirkt, sondern nur héhere Temperaturen erméglicht, teils 
ein Gemisch von Kupfer und Quecksilber katalytisch erheblich wirksamer 
ist, als sich aus der Summe der Einzelwirkung dieser Metalle additiv 
berechnen 1aft. 


4S S. P. L. Sérensen und A. C. Andersen, 


wenn dieses der Fall ist, darf die einfachere Kjel- 
dahlsche Bestimmungsweise verwendet werden. bei 
einer solehen Kontrollbestimmung nach Gunning-Ar- 
nold ist es ratsam, mindestens 3 Stunden zu kochen 
(siehe Versuch Nr. 50—59, 5. 444). 

Arnold und Wedemeyer haben untersucht, auf welche 
Weise eine Reihe Verbindungen mit ringformig gebundenem 
Stickstoff den verschiedenen Modifikationen der Kjeldahlschen 
Methode gegeniiber sich verhalten, und aus ihren Versuchen 
ziehen sie u. a. den Schluf,!) eine Verbindung, welche 
bei einer gewohnlichen Kjeldahlschen Bestimmung weniger 
Ammoniak als bei der Gunning-Arnoldschen Modifikation 
gibt, ringférmig gebundenen Stickstoff enthalten miisse. Hier- 
mit iibereinstimmend hat man die Tatsache, daf die Protein- 
stoffe und ihre Zersetzungsprodukte sich nach der gewohnlichen 
Kjeldahlschen Methode analysieren lassen, immer als einen 
Beweis dafiir angesehen, dafi in diesen Stoffen kein ringformig 
gebundener Stickstoff vorhanden sein kann. Diese Ansicht wird 
durch die in dieser Abhandlung mitgeteilten Resultate nicht 
erschiittert, dieselben deuten aber darauf hin, daf dem oben 
zitierten Satze von Arnold und Wedemeyer, wenigstens 
betreffs der Proteinstoffe und ihrer Zersetzungsprodukte, die 
folgende, ein wenig erweiterte, Form gegeben werden mub: 
Wenn ein Proteinstoff oder ein Zersetzungsprodukt 
desselben bei einer gewoOhnlichen Kjeldahlschen Be- 
stimmung weniger Ammoniak als bei einer Gunning- 
Arnoldschen Bestimmung gibt, enthalt er entweder 
schwierig zersetzliche Stoffe mit ringférmig gebun- 
denem Stickstoff (zB. Pyridin- oder Piperidinver- 
bindungen) oder Verbindungen, die durch Ringschlief- 
ung solche Stoffe bilden konnen. 


) 1c. S. 530, 
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Die im folgenden tabellarisch zusammengestellten Stick- 
stoffbestimmungen wurden auf verschiedene Weise ausgefihrt: 

a) Bestimmungen nach der gewohnlichen KjeldahIschen 
Methode!) (mit Kj. bezeichnet). 

b) Bestimmungen nach der Gunningschen Modifikation 
(mit G. bezeichnet): bei jedem Versuch wurden 20 ¢ Kalium- 
sulfat und 20 cem konz. Schwefelsiure verwendet. 

¢) Bestimmungen nach der Gunning-Arnoldschen Modi- 
fikation (mit G.-A. bezeichnet): die Substanz wurde mit einem 
Gemisch von 1 g Quecksilberoxyd, 0,5 g Kupferoxyd, 5 g Kalium- 
sulfat und 20 ccm konzentrierte Schwefelsiiure in '/4—!/2 Stunde 
erwirmt, wonach die Losung griin erschien; danach wurden 
auberdem 15 ¢ Kaliumsulfat zugesetzt, und das Erhitzen weiter- 
gefiihrt. Beim Abdestillieren des Ammoniaks wurde sowohl hier 
wie bei den unter d) erwihnten Bestimmungen eine Mischung 
von Natriumhydroxyd und Natriumsulfhydroxyd verwendet. 

d) Bestimmungen (mit Kj. — G.-A. bezeichnet), bei welchen 
die Substanz zuerst liingere Zeit mit 20 ccm konzentrierter 
Schwefelsiiure und ein wenig Kupferoxyd wie bei einer gewOhn- 
lichen Kjeldahlschen Bestimmung gekocht wurde; danach 
wurden 1 g Quecksilberoxyd, 0,5 g Kupferoxyd und 20 g Kalium- 
sulfat zugesetzt, und das Erhitzen wurde weitergefiihrt, wie 
bei einer Gunning-Arnoldschen Bestimmung. 

Die Kochdauer ist bei jedem einzelnen Versuch angegeben. 
Eine Oxydation mit Kaliumpermanganat wurde nur bei den 
gewohnlichen KjeldahIischen Bestimmungen benutzt. 

Die Versuche wurden mit folgenden Stoffen ausgefiihrt: 


A. Verbindungen, welche einen fiinfgliedrigen Ring, 
aus vier Kohlenstoffatomen und einem Stickstoffatom 
bestehend, entweder enthalten oder durch Ring- 
schliebung bilden konnen. 


Alle solche Verbindungen liefen sich nach der gewohn- 
lichen Kjeldahlschen Methode analysieren. 


Ausfiihrlich beschrieben in dieser Zeitschrift, Bd. XX XIX, S. 517 
(1903). 


| oR. 
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CH, — CH, 


| | 
a) Pyrrolidinkarbonsiure, CH, CH— COOH, H,O 


NH 


Kinige Analysen, teils-von der Saure selbst (gefunden 
10,38 °/o Stickstoff, berechnet 10,55°/o), teils von dem Kupfer- 
salz, welches 2 Mol. Kristallwasser fiir jedes Atom Kupfer 
enthilt (gefunden 8,51—8,56°/o Stickstoff, berechnet 8,57°/o), 
sind in den Comptes-rendus du Lab. de Carlsberg, Bd. VI, 
S. 156, 157, 175 und 181 (1905) verdffentlicht worden. 

CH, — CH, 
b) a-Amino-d-Oxyvaleriansiiure, (a, CH — COOH 
OH NH, 

Kine Reihe Analysen, teils von der Siiure selbst (gefunden 
10,48—10,57°%/o Stickstoff, berechnet 10,55°/o), teils von dem 
Kupfersalz (gefunden 8,53—8,58 9/0 Stickstoff, berechnet 8,57 °/o) 
sind in den Comptes rendus du Lab. de Carlsberg, Bd. VI, 
S. 161 und 163 (1905) verodffentlicht. 

c) a-d-Diaminovaleriansadure, én, — COOH 


| | 
NH, NH, 


Analysen von einer Reihe Substitutionsprodukten dieser 
Siiure (z. B. a-d-Dibenzoyl-diaminovaleriansiiure, Ornithurséure: 
gefunden 8,14—8,20° Stickstoff, berechnet 8,24°/o) sind in 
den Comptes rendus du Lab. de Carlsberg, Bd. VI, S. 32—57 
(1902) verdffentlicht. 


d) Athylen-di-phtalimidmalonester, 


CO00C,H, COOC,H, 
CO | | CO 
cH’ 
6 | CH, 2 | \co% 4 
GOOCH, COOC,H, 


Die Verbindung wurde durch passende Behandlung von 
Natrium-phtalimidmalonester mit Athylenbromid dargestellt.') 


‘) Comptes-rendus du Lab. de Carlsberg, Bd. VI, S. 147 (1905) 
(Vorliiufige Mitteilung) ; siehe auch Diese Zeitschrift, Bd, XLIV, S. 451 (1905). 
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Stickstoffbestimmungen (berechnet 4,41°/o0 Stickstoff). 


/Ammoniak-| _. 
Nr. Abge- menge | Stick-| 
des | Wogene | entsprech. | 4 | Die Art der Bestimmung ; 
Stoff Thiosulfat- | StOM- | 
Ver- menge | |menge, die Kochdauer 
suches cem % | 
| Kj. Rein griin nach 7stiindigem 
1 | 0,195 18,26 | 4,35  Kochen; im ganzen wurde 7 Stunden 
| | erwarmt 
| on . Wie Nr. edoch rde im 
2 | 04055 | 17,66 | 436) 4, wurde in 
| ganzen 9 Stunden erwirmt 
| aa | | Kj. Wie Nr. 1, jedoch wurde im 
8 | 04554 | 1991 | 437) “J mite Je : 
| ganzen 11 Stunden erwirmt 
Wie Nr. 1, jedoch wurde im 
4 | 04361 19.06 | 437 K) 1, Je 


ganzen 20 Stunden erwaérmt 


| |  G.-A. Rein griin nach Verlauf einer 
| 04365 19,06 4.37 | halben Stunde; danach wurde noch 
| 2 Stunden erwirmt 


| | 

e) a-5-Diaminoadipinsiure, COOH—CH  CH— COOH 
| | 
NH, NH, 


Stickstoffbestimmungen (berechnet 15,949)» Stickstoff). 


Ammoniak-| 
Nr. Abge- menge Stick- 
des | wogene | eatsprech. | 4 | Die Art der Bestimmung: 
Stoff Thiosulfat- | StOH- | 
T Os r 
Ver- menge Pe menge die Kochdauer 
| 
| | | Kj. Rein griin nach 1 stiindigem 
6 | 0.0994 15,65 | 15,74| Kochen; im ganzen wurde 3 Stunden 


erwarmt 


| | | a=5o| Kj. Wie Nr. 6, jedoch wurde i 
- nN. | 42 | J. J m 
: a 20,40 | 15,78 ganzen 10 Stunden erwirmt 


8 04192 


| 
| 


4507. Kj. Wie Nr. 6, jedoch wurde im 


D,44 | 
ganzen 22 Stunden erwirmt 


D 
© 


| 


9 | 0,1753 27,72 | 15,81 | G.-A. Im ganzen 3 Stunden erwarmt 


| | 

| | | | 
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Diese Siiure wurde aus dem oben erwiihnten Athylen-di- 
phtalimidmalonester durch Verseifung mit Baryumhydroxyd und 
nachfolgende Eindampfung mit Salzsiure dargestellt. 4) 


B. Verbindungen, welche einen sechsgliedrigen Ring, 
aus fiinf Kohlenstoffatomen und einem Stickstoffatom 
bestehend, entweder enthalten oder durch Ring- 
schliebung bilden koOnnen. 


a) Pyridin, 


Das fiir die Analysen verwendete Pyridin war nicht ganz 
rein, denn eine Bestimmung nach Dumas, welche hier wie 
gewOhnlich wohl ein ein wenig zu hohes Resultat gegeben 
hat, ergab nur einen Gehalt an 17,63°/o Stickstoff (berechnet 
17,75°/o). Hiermit tibereinstimmend?) wurden durch die Gun- 
ning-Arnoldsche Modifikation 17,36°/o Stickstofi gefunden, 
wiihrend der wahre Stickstoffgehalt wahrscheinlich ca. 17,5°%/o 
gewesen ist. 

20 ccm konzentrierter Schwefelséure wurden in einen 
justierten 100-cem-Kolben gebracht, wonach derselbe mit Tara- 
kolben gewogen wurde. Hiernach wurden ca. 1,5 ccm Pyridin 
zugesetat und der Kolben wieder gewogen : abgewogene Pyridin- 
menge 1,4027 g. Nach Stehenlassen bis zum _ niichsten Tage 
wurde Wasser bis zur Marke zugesetzt. Ftir jede Analyse 
wurden 10 ccm dieser LOsung, 0,1403 g Pyridin entsprechend, 
verwendet. Nach Zusatz von 1 ccm konzentrierter Schwefel- 
siiure wurde das Wasser im Trockenkasten bei 120° verdampft, 
wonach die Bestimmung wie gewoOhnlich ausgefthrt wurde. 
Durch Erwiirmen mit konzentrierter Schwefelsiure wurde eine 
Verkohlung nicht beobachtet. 

*) Vergl. Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 525 oben (1903). 


| CH 
| CH CH 
| 
CH CH 
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Stickstoffbestimmungen. 


| | Ammoniak- | _ 
Nr. Abge- -menge Stick- | 
wogene | entsprech. | Die st] 
des Staff, | Thiosulfat- stoff- ie Art der Bestimmung; 
Ver- menge menge die Kochdauer 
suches | cm | % | 
| 
10 | 0.1403 16,36 | | Im ganzen Stunden erwiarmt 


12 0,403 


| 
11 0.1403 22,793 | 16,22) Kj. Im ganzen Stunden erwirmt 
| 
| 23,05 | 16,43) Kj. Im ganzen 61/4 Stunden erwarmt 


13 | 01403 | 22,95 | 16,36) Kj. Im ganzen 22 Stunden erwarmt 
! 
14 | 01403 | 24.35 17,36) G.-A. Im ganzen 2'/4 Stunden crwarmt 
CH, 
CH, CH, 
b) Piperidin | | 
CH, CH, 


NH 


Auf ihnliche Weise, wie bei Pyridin erwihnt, wurden 
zwei Losungen von Piperidin in verdtinnter Schwefelsiiure dar- 
gestellt; in 10 ccm enthielt die erste 0.1721 g, die zweite 
0.1518 g Piperidin. Bei den Versuchen Nr. 15, 16 und 17 
wurden 10 ccm, bei allen anderen Versuchen 20 ccm kon- 
zentrierte Schwefelsiure verwendet. Auch hier wurde keine 
Verkohlung beobachtet. 


4M) 


S. P. L. Sébrensen und A. C. Andersen, 


Stickstoffbestimmungen (berechnet 16,49°/o Stickstoff). 


| 


Ammoniak- 
Nr. menge | Stick- 
des | Wogene | entsprech, Die Art der Bestimmung; 
Thiosulfat stoff- 
Ver at- 
losung | menge die Kochdauer 
suches (1/14,04) 
ecm 
15 24,60 | 14,29! Kj. Im ganzen 3'/s Stunden erwirmt 
| 
16 24,90 | 14,47) Kj. Im ganzen 10 Stunden erwarmt 
17 | 25,30 | 14,70; Kj. Im ganzen 24 Stunden erwarmt 
18 25,40 | 14,76) Kj. Im ganzen 56 Stunden erwarmt 
Kj. Im ganzen 36 Stunden erwarmt; 
19) 18,60 | 10,81) keine Oxydation mit Kalium- 
permanganat 
20 28.15 | 16,36) G.-A. Im ganzen2'/2 Stunden erwirmt 
21 28,15 16,36 | G.-A. Im ganzen 2'/2 Stunden erwarmt 
22 22.95 | 15,12} Kj. Im ganzen 12 Stunden erwirmt 
23 24,60 | 16.21) G. Im ganzen 12 Stunden erwirmt 
24 24.80 | 16,34) G. Im ganzen 18 Stunden erwarmt 
25 24,90 | 16,40) G.-A. Im ganzen 2'/2 Stunden erwarmt 
| Kj. — G-A. Gekocht als Kj. in 
26 24,90 | 16,40; 16 Stunden und danach als G.-A. in 
| | 2 Stunden 
| | | Kj. — G-A. Gekocht als Kj. in 
27 | 24,80 16 Stunden und danach als G.-A. in 


| 16,34 


2 Stunden 


4 
f 
| 
: 
: 
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Schon in der voran erwahnten Abhandlung haben S. P. L. Sérensen 
und C. Pedersen') darauf aufmerksam gemacht, daf eine Oxydation 
durch Kaliumpermanganat bei einer gewéhnlichen Kjeldahlschen Be- 
stimmung notwendig sein kann, selbst wenn die Fliissigkeit eine rein 
griine Farbe angenommen hat, weil trotzdem die Zersetzung noch nicht 
zu Ende gefiihrt ist. Die Versuche Nr. 15—19 liefern hierfiir ein gutes 
Beispiel. Die Lésung ist wihrend der ganzen Kochzeit rein griin ge- 
blieben, jedoch ist selbst nach 36stiindigem Kochen (Nr. 18 und 19) 
die Zersetzung bei weitem nicht vollendet. Bei der Oxydation durch 
Kaliumpermanganat wurden némlich sowohl bei dem Versuch Nr. 18 wie 
bei den Versuchen Nr. 15—17 reichliche Mengen Permanganat verbraucht, 
bevor aller organische Stoff oxydiert worden war, und der schmutzig 
dunkelgriine Niederschlag*) sich abzuscheiden begann. Wenn Oxydation 
mit Permanganat benutzt wurde, gelang es bei einer gewéhnlichen 
Kjeldahlschen Bestimmung, den bei weitem gréften Teil des Stickstoffs 
als Ammoniak zu erhalten, wie es aus den Versuchen Nr. 15—18 hervor- 
geht. Bei Versuch Nr. 19, wo dagegen keine Oxydation mit Permanganat 
stattgefunden hatte, waren kaum #/s der ganzen anwesenden Stickstoff- 
menge in Ammoniak iibergefiihrt worden; tibrigens zeigte eine ganz un- 
gewOhnlich starke «Nachblauung» bei der jodometrischen Siuretitrierung 
des letzterwihnten Versuches, daf§ in das Destillat andere Stoffe als 
Ammoniak iibergegangen waren. 

CH, 
CH, CH, 
c) Lysursiaure, | 
CH, CH— COOH 


| | 
C.H,—CO—NH NH—CO—C,H, 


Die Lysursiiure wurde aus synthetischem, racemischem 
Lysin’) durch Benzoylierung in schwach alkalischer Loésung 
und nachfolgendes Ansiiuern mit Salzsdure dargestellt. Die 
freie Benzoesiiure wurde durch Petrolather extrahiert, und die 
riickstiindige Lysursiiure aus Aceton umgeldést. Eine Stickstoff- 
bestimmung nach Dumas ergab einen Gehalt an 7,98°/o Stickstoff, 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 516 (1903). 


*) |. c. S. 518, unten. 
%) Comptes rendus du Lab. de Carlsberg, Bd. VI, S. 60 (1902). 


S. P. L. SGrensen und A. C. Andersen, 


Stickstoffbestimmungen (berechnet 7,93°/o Stickstoff). 


/Ammoniak- 
Nr. | Abge- mange Stick- 
des | Wogene | entsprech. 40 Die Art der Bestimmung ; 
Stoff- | Thiosulfat- ° 
menge | ™menge die Kochdauer 
suches | com | % 


| | | Kj. Rein griin nach 5stiindigem 
28 01942 13,97 7.19 Kochen; im ganzen wurde 5 Stunden 
| erwarmt 


Kj. Rein griin nach 6stiindigem 


| | 
29 | 02443 1821 7.45  Kochen; im ganzen wurde 8 Stunden 
| | erwiirmt 
-,- Kj. Wie Nr. 29, jedoch wurde im 
30) 0,2338 | 17,42 ganzen 10 Stunden erwérmt 
Kj. Wie Nr. 29, jedoch wurde im 
0,2160 | ganzen 24 Stunden gekocht 
Kj. Rein griin nach 7stiindigem 
97 QR 5 
| | Kochen; im ganzen 36 Stund. erwarmt 
D1) 
33 | 03178 | 2485 | 7,92| Im ganzen 2%/s Stunden 
| | | erwarmt 
34 | 01844 | 14,45 | 7,84| G.-A. Wie Nr. 33 
| | Kj.—G.-A. Gekocht als Kj. in 
35 | 0.2273 17.85 7.859 | 34 Stunden und danach als G.-A. in 


2 Stunden 
| | | 
Bei den Versuchen Nr. 28—31 sind 10 ccm, bei den 
anderen 20 cem konzentrierte Schwefelsiiure verwendet worden. 
d) Trimethylen-di-phtalimidmalonester. 


COOC,H, CO0C,H, 
CO | | CO 
CH’ CH 
GOOCH, COOCH, 


Die Verbindung wurde durch passende Behandlung des 
Natrium-phtalimidmalonesters mit Trimethylenbromid  darge- 
stellt.?) Eine Stickstoffbestimmung nach Dumas ergab einen 
Gehalt an 4,43° Stickstoff. 


') Comptes-rendus du Lab. de Carlsberg, Bd. VI, S. 147 (1905) 
(Vorliufige Mitteilung); siehe auch Diese Zeitschrift, Bd. LXIV, S. 451 (1905). 
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Stickstoffbestimmungen (berechnet 4,32° 0 Stickstoff). 


Ammoniak- _ 
Nr. Abge- | menge | Stick- 
des | Wogene wc tens | stoff- Die Art der Bestimmung ; 
| lésung | K 
Ver | menge | (vison | Menge die Kochdauer 
hes | 
suches | cm | 
| Kj. Rein griin nach 7stiindigem 
| 0.3982 16,22. | 4,07 | Kochen; im ganzen wurde 7 Stunden 
| | erwarmt 
| Ky. Wie Nr. 36, jedoch wurde im 
37 | 04045 | 1642 | 4,06 | * J 


ganzen 9 Stunden erwiirmt 
Kj. Wie Nr. 36, jedoch wurde im 
ganzen 10 Stunden erwiirmt 


38 | 0.3456 | 13,88 | 402 


Kj. Wie Nr. 36, jedoch wurde im 


39 0.4336 17,56 4.09 
| ganzen 12' 2 Stunden erwirmt 


16.62 | 4.00 Wie Nr. 36, jedoch wurde im 
ganzen 24 Stunden erwiirmt 


G.-A. Im ganzen 2'2 Stunden 


41 0.4807 20,41 | 4,25 
erwiirmt 
| CH, 


CH, CH, 


| | 
CH = CH — COOH 


| | 
NH, NH, 


Diese Siéiure wurde aus dem oben erwiihnten Trimethylen- 
di-phtalimidmalonester durch Verseifung mit Baryumhydroxyd 
und nachfolgendem Eindampfen mit Salzsiiure dargestellt.1) Bei 
einigen der unten tabellarisch zusammengestellten Versuchen 
sind abgewogene Mengen der Siiure verwendet worden, bei 
andern kam eine, wie bei Pyridin erwahnt (siehe 5S. 458), 
dargestellte, schwach schwefelsaure Losung, die in 10 ecm 
Q0,1473 g der Siiure enthielt, zur Verwendung. Ks wurde keine 
Verkohlung durch Erhitzen mit konzentrierter Schwefelsiiure 
beobachtet. Bei den gewOhnlichen Kjeldahlschen Bestimmungen 
(Nr. 42—45) wurden 10 cem konzentrierte Schwefelsiiure an- 
gewendet, und es wurden reichliche Mengen Kaliumpermanganat 
verbraucht, bevor der schmutzig dunkelgriine Niederschlag er- 


e) a-€-Diaminopimelinsiiure, 


COOH 


| 


L. Sérensen und A. C. Andersen, 


schien. Bei den anderen Versuchen kamen 20 cem konzen- 
trierte Schwefelsiiure zur Verwendung. 


Stickstoffbestimmungen (berechnet 14,76°/o Stickstoff). 


-Ammoniak- 
Nr. | Abge- ane Stick- 
des | Die Art der Bestimmung; 
Ver- | menge | une | menge die Kochdauer 
suches | | | 
42 | 015114 | 20,80 | 13,77) Kj. Im ganzen 3 Stunden erwiarmt 
43. | 01473 19,85 13,48) Kj. Im ganzen 6 Stunden erwirmt 
| 0.1473 | 20,15 | 13, 68 Im ganzen 12 erwarmt 
45 | 0,14 71 20,00 13,60 Im ganzen 18 erwirmt 
47 | O1473 21,45 14, G. Im ganzen 12 erwirmt 
48 | 0.1338 19,45 | Im ganzen 18 erwirmt 
| 
49 0.1473 | 21.55 | 14,63) G. Im ganzen 24 Stunden erwarmt 


| 

| 


G.-A. Im 212 Stunden erwarmt 


G- A. ‘Wie Nr dO 


| | 14,56 
2 | 0.1247 | 18,20 | 14,59) G.-A. Im ganzen 3 Stunden erwarmt 
| Q,1- 21,60 | 14,66) G.-A. Im ganzen 4 Stunden erwiirmt 
D4 | | 21,45 | 14 56 | (.-A. Im ganzen 8 Stunden erwiarmt 
| | Kj. — G.-A. Gekocht als Kj. in 
5d =| 60,1382 19.55 14.15, 16 Stunden und danach als G.-A. in 
2 Stunden 
7 Kj. — G.-A. Gekocht als Kj. in 
db O1319 19,30 14,63] 16 Stunden und danach als G.-A. in 
4 Stunden 
Kj. — G-A. Gekocht als Kj. in 
57 0.1473 20,75 14,09; 18 Stunden und danach als G.-A. in 
7 2 Stunden 
Kj. — G.-A. Gekocht als Kj. in 
D8 O1473 21,55 14,63 | 18 Stunden und danach als G.-A. in 
Kj. — G.-A. Gekocht als Kj. in 
59 0.1473 21,45 14,56) 18 Stunden und danach als G.-A. in 
8 Stunden 


| 20.45 | 14.57 | 
( 
I 


Es hat sich abe erwiesen, daf} die drei letzt- 
erwihnten Stoffe (Lysursiure, Trimethylen-di-phtal- 
imidmalonester und a-e-Diaminopimelinsiure), welche 
durch Erhitzen mit konzentrierter Schwefelsiiure 
unter Ammoniakabspaltung zur Bildung eines Pipe- 
ridinringes Anlab geben kinnen, sich wie das Piperidin 
selbst verhalten; sie geben bei der gewoéhnlichen 
KjeldahIschen Methode weniger Ammoniak als bei 
der Gunningschen oder der Gunning-Arnoldschen 
Modifikation. 

Wird in dem Piperidinring eine CH,-Gruppe gegen eine 
CO-Gruppe umgetauscht, wird der Ring leichter zersetzlich. So 
labt sich nach der gewohnlichen Kjeldahlschen Methode das 
Piperidon selbst analysieren, und dasselbe gilt der ‘t--Amino- 
propylmalonsaure, die durch einfache Destillation unter Verlust 
von Kohlensiiure und Wasser Piperidon bilden kann. Um so 
merkwiirdiger scheint es uns, dai der als Ausgangsmaterial 
fiir die Darstellung der eben erwihnten +-Aminopropylmalon- 
siure angewandte, zuerst von S. Gabriel!) dargestellte y-Phtal- 
imidpropylmalonester bei der gewOhnlichen Kjeldah|schen 
stimmung selbst nach langdauerndem Kochen einen ein wenig 
zu niedrigen Stickstoffgehalt erweist. 


f) ¢-Phtalimidpropylmalonester. 


COOC,H, 
| 
CH — CH, — CH, — CH, —NC 


| 
COOC,H, 
Die Verbindung wurde nach Gabriel dargestellt. 
COOH 


| 
g) ¢-Aminopropyimalonsiiure, CH—CH,— CH, — CH, — NH, 
| 
COOH 
Die Siéiure wurde aus dem y¥-Phtalimidpropylmalonester 
durch Zersetzung mit Baryumhydroxyd und nachfolgende passende 
Behandlung mit Salzsiiure dargestellt. 


1) Ber. der Deutsch. chem. Ges., Bd. XXIII, S. 1767 (1890) und 
Bd, XXIV, S. 1364 (1891). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. 29 
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446 S. P. L. Sérensen und A. C. Andersen, 


Stickstoffbestimmungen in +-Phtalimidpropylmalonester 
(berechnet 4,04°/o Stickstoff). 


-Ammoniak- | 


° | 
Nr. Abge- | menge Stick- | 
<< | Wogene | entsprech. | | Die Art der Bestimmung; 
| Thiosulfat- | Stoff | 
menge | Menge die Kochdauer 
suches | g % 
60 O3711 1314 3854 Kj. Im ganzen 5 Stunden erwiirmt 
61 | 0.2329 8.7) 5,76 Kj. Im ganzen 16 Stunden erwiirmt 
62. | O2770 10,85 3,92 Kj. Im ganzen 24 Stunden erwiirmt 
63 | 00,7451 | 30,49 4,09 G.-A. Im ganzen 2 Stunden erwairmt 


| 


Stickstolfbestimmungen in y-Aminopropylmalonsiure 
(berechnet 8,71°/o Stickstoff). 


Nr. | Abge- menge Stick- | 
| Wogene  entsprech. | | Die Art der Bestimmung; 
des Stoff Thiosulfat- | stoff- | s 
Ter. | ysung | 
Ver inenge menge die Kochdauer 
suches | g cm | 
64 OL694 14,60 8.62 Kj. Im ganzen 3 Stunden erwiirmt 
65 | 0.1473 12,80 8.69 Kj. Im ganzen 6 Stunden erwirmt 
66 12.90 867 Kj. Im ganzen 10 Stunden erwiirmt 
67 02057 17,90 8,70 | Kj. Im ganzen 21 Stunden erwiirmt 
68 O17 14 14.95 872 G.-A. Im ganzen 2'/2 Stunden erwiirmt 
CH, 
CH, CH, 
h) Piperidon, | | 
CO CH, 


NH 
Die Verbindung wurde aus der oben erwiihnten ¢-Amino- 
propylmalonsaure durch Erhitzen in einem Fraktionskolben im 


ee 
| 
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Olbad dargestellt. Hierdurch entwichen zuerst Kohlensiure und 
Wasser, wonach bei 250—257° ein gelbes Ol iiberdestillierte ; 
dasselbe bestand wahrscheinlich aus Piperidon mit ein wenig 
Wasser gemischt, denn es war bei gewOhnlicher Temperatur 
nur zum Teil, bei O° dagegen vollstiindig kristallisiert. Hiermit 
iibereinstimmend wurde der Stickstoffgehalt ein wenig niedriger 


als der berechnete (14,17°/0) gefunden, und — was uns bei 
dieser Gelegenheit allein interessiert hat — die gewoOhnliche 


Kjeldahlsche und die Gunning-Arnoldsche Methode haben 
dasselbe Resultat ergeben. 


Stickstoffbestimmungen. 


Nr.  Abge- menge Stick- 


| Ammoniak- _ 
des a amg | Thiosulfat- | stoff- | Die Art der Bestimmung ; 
Ver- | menge | | mnenge die Kochdauer 
suches) | cm | % | 
| 
69 0.1611 22,00 13,66| Kj. Im ganzen 6 Stunden erwairmt 
70 O.1611 22,10 | 13,72! Kj. Im ganzen 10 Stunden erwiirmt 
71 | 0.1611 22.20 | 13.78| Kj. Im ganzen 17 Stunden erwiirmt 
| » FC | 
72 22,20 | 13,78, G.-A. Im ganzen 2' Stunden erwirmt 
| 


Schlieblich modge in diesem Zusammenhang daraul auf- 

merksam gemacht werden, dali a-Aminoadipinsiiure 
COOH — CH — CH, — CH, — CH, 

NH, COOH, 
aus welcher durch Wasserabspaltung eine Bildung von Piperidon- 
karbonsiiure leicht denkbar ist, nach der gewohnlichen Kjel- 
dahlschen Methode sich analysieren libt.?) 

Carlsberg Laboratorium, Valby, Kopenhagen, 

Marz 1905. 


1) Comptes-rendus du Lab. de Carlsberg, Bd. VI, S. 20—32 (1902). 
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Uber Synthesen von a-Aminosauren durch Phtalimidmalonester. 
Von 
Ss. P. L. Sérensen. 


(Der Redaktion zugegangen am 3. April 1905.) 


Im Jahre 1902 habe ich eine Methode zur Darstellung 
von a-Aminosiiuren in «Comptes-rendus du Laboratoire de 
Carlsberg» verOffentlicht. Die Methode hat sich gut bewahrt 
und ist zur Darstellung sehr verschiedenartiger a-Aminosiauren 
mit gutem Erfolg benutzt worden. Ich glaube daher, daf eine 
Zusammenstellung der bisher bewerkstelligten Synthesen von 
einigem Interesse sein kann: eine solche soll im folgenden 
gegeben werden. Es soll hieran eine genaue Beschreibung 
der Darstellung von Natriumphtalimidmalonester gekniipft 
werden, denn es hat sich herausgestellt, daB eine genaue Inne- 
haltung bestimmter Bedingungen bei seiner Darstellung fiir die 
Ausbeute der gewiinschten Aminosiiuren mabgebend ist. 

Der Phtalimidmalonester') wurde durch Behandlung von 
dem nach Knoevenagel?) leicht zuginglichen Brommalonester 
mit Phtalimidkalium gewonnen. Die Ausbeute an reinem, um- 
kristallisiertem Phtalimidmalonester betrug 80°/o der Theorie; 
iibrigens ist derselbe jetzt in ganz reinem Zustand von 
C. A. F. Kahlbaum, Berlin, zu beziehen. 

Der Phtalimidmalonester wird durch passende Behandlung 
mit Natriumalkoholat (siehe S. 454) in die Natriumverbindung 
iibergefiihrt, und dieselbe liefert durch Erhitzen mit einer 
passenden Halogenverbindung einen substituierten Phtalimid- 
malonester, der durch Kochen mit Salzsiiure oder besser durch 
Verseifen mit Natrium- oder Baryumhydroxyd und nachfolgende 
Eindampfung mit Salzsiiure das salzsaure Salz der gewiinschten 
Aminosiiure gibt. 


‘) Comptes-rendus du Lab. de Carlsberg, Bd. VI, 8. 6 (1902). 
?, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXI, 8. 1355 (1888). 
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Uber Synthesen von a-Aminosiiuren durch Phtalimidmalonester. “4 


a) Monoaminomonokarbonsiuren. 


Als Beispiel dieser Siituregruppe habe ich Phenylalanin!) 
gewihlt. Die fiir die Darstellung dieser Verbindung benutzte 
Halogenverbindung war das Benzylchlorid, und die sich voll- 
ziehenden Reaktionen kénnen durch folgende Gleichungen 
wiedergegeben werden: 

Na 


\co% 
Natriumphtalimidmalonester Benzylchlorid 
ya — C,H, 
NaCl -- (C,H,OOC), — C CO 
GAH, 


\co7 
Benzylphtalimidmalonester 
CH, — C,H, 


COZ 


(II) (C,H,0OC), = 4+-3Na0H = 


— 
NH — CO — C,H, — COONa 
Natriumsalz der Benzylphtalaminsiuremalonsiure 


— C,H, 
und (Ill) (HOOC), 
NH — CO — C,H,— COOH 


CoH, 
(0, HOOC — CHE 
NH, 


Phenylalanin 


C,H.OH 


+ H,0 = 


C,H,(COOH), 


Die Ausbeute an Benzylphtalimidmalonester (Gleichung [) 
in umkristallisiertem Zustande betrug 80°/o der Theorie, die 
an Phenylalanin (Gleichung II und II) ebenfalls 80°/o der Theorie. 

Wie leicht zu ersehen ist, kénnen eine grobe Reihe 
Monoaminomonokarbonsiiuren auf diese Weise durch Anwendung 
verschiedener Halogenverbindungen dargestellt werden. Selbst 
habe ich auBer dem Benzylchlorid nur noch das Allyljodid ?) 


‘) Comptes-rendus du Lab. de Carlsberg, Bd. VI, S. 13 (1902). 
?) Comptes-rendus du Lab. de Carlsberg, Bd. VI, S. 187 (1905). 


S. P. L. S6rensen, 


verwendet. Ich habe dadurch den Allylphtalimidmalonester 
(Ausbeute 90°/o der Theorie) und hiervon ausgehend das 
Allylglvcin (Ausbeute ca. 75°/o der Theorie) gewonnen (siehe 
librigens S. 454). 


b) 


Als Beispiel dieser Saiuregruppe habe ich die a-d-Diamino- 
valeriansdure (rac. Ornithin)!) gewiahlt. Die benutzte 
Halogenverbindung war das nach 8. Gabriel und J. Weiner?) 
leicht zugiingliche ¢-Brompropylphtalimid, und die Reaktions- 
gleichungen entsprachen vollstandig den oben angefiihrten. 
Der nach Gleichung (1) gewonnene 7+-Phtalimidpropylphtalimid- 
malonester: 


— CH, — NC 
(CH,00C), CQ COZ 
N 
\co7% 


(Ausheute: 75°'o der Theorie) lieferte durch Natriumhydroxyd 

verseif{t das Natriumsalz der Siiure 

| _/Cll, — CH, — CH, — NH — CO — C,H, — COOH 
(HOO), — CZ 

\NH — CO — C,H, — COOH, 

welche durch Eindampfen mit Salzséure unter Kohlensiure- 

entwicklung und Ausscheidung von Phtalséiure salzsaure 

Salz der a-d-Diaminovaleriansiure 

CH, — Gh, 


HOOG — CHZ 
\NH, 


gab: die Aminosiiure wurde in Form der Dibenzoylverbindung, 
racemische Ornithursiure, isoliert (Ausbeute 85°/o der Theorie).*) 


') Comptes-rendus du Lab. de Carlsberg, Bd. VI, S. 32 (1902). 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXI, S. 2671 (1888). 

8) Die racemische Ornithursiiure habe ich durch die Brucin- und 
Cinchoninsalze in die optisch-aktiven Formen gespalten, deren Drehungs- 
vermoégen und iibrige Eigenschaften ich genau untersucht habe. Es hat 
sich dabei gezeigt, d-Dibenzoyl-a-d-Diaminovaleriansiure mit der 
natirlichen Ornithursiure identisch ist (Comptes-rendus du Lab. de Carls- 
berg, Bd. VI, Heft 3 [1905)). 
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c) Monoaminodikarbonsiiuren. 


Ich habe in dieser Gruppe die a-Aminoadipinsaure ') durch 
Anwendung des nach S. Gabriel?) dargestellten -Chlorbutyro- 
nitrils erhalten. Der nach Gleichung (1) (S. 449) gewonnene 
Butyronitrilphtalimidmalonester 

Cl, — CH, — CH, — CN 


(C,H,00C), — C CO 
SCH 


(Ausbeute ca. 80°/o der Theorie) wurde durch Natronlauge ver- 
seift, und das gewonnene Natriumsalz 


you. — CH, — CH, — COONa 
(NaOQOC), — 
NH — CO — C,H, — COONa 


mit Salzsaure eingedampft. Hierdurch bildete sich unter Aus- 
scheidung von Natriumchlorid und Phtalsiiure und Entwicklung 


von Kohlensaure das salzsaure Salz der a-Aminoadipinsiiure, 
/ CH, — CH, — CH, — COOH 
HOOC — CHC 
NH,, HCl 


aus welcher die freie Aminosiiure durch passende Behandlung mit 
Ammoniak gefiillt werden konnte (Ausbeute ca. 90°/o der Theorie). 


d) Diaminodikarbonsauren. 


Durch Erhitzen des Natriumphtalimidmalonesters mit einem 
maBigen Uberschufi von Trimethylenbromid wird hauptsachlich 
Trimethylendiphtalimidmalonester 


(C,H,00C), — cf co 
N Ne 
N C,H, N CoH, 
\coZ \co% 


gebildet (Ausbeute bei den vorliufigen Versuchen tiber 50°/o 
der Theorie). Derselbe gibt, auf gewohnliche Weise durch 
Baryumhydroxyd verseift und danach mit Salzsiiure eingedampft, 


‘) Comptes-rendus du Lab. de Carlsberg, Bd. VI, S. 20 (1902). 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXIII, 5. 1771 (1890). 


5) Vorlaufige Mitteilung in Comptes-rendus du Lab. de Carlsberg, 
Ed. V1, S. 147 (1905). 
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das salzsaure Salz der a-e-Diaminopimelinsaure,!) wovon 
die freie Aminosiure leicht dargestellt werden kann (Ausbeute 
9()°/) der Theorie). Auf ganz dieselbe Weise habe ich in einem 
vorlaufigen Versuch durch Anwendung von Athylenbromid statt 
Trimethylenbromid die a-d-Diaminoadipinsiure dargestellt. 


e) Oxyaminosauren.?) 


Ich habe als Beispiel a-Amino-d-oxyvaleriansaure 
gewihlt. Durch Erhitzen des Natriumphtalimidmalonesters mit 
einem groben Uberschuf von Trimethylenbromid bildet sich 


hauptsichlich ~-Brompropylphtalimidmalonester 
Re 

CO 

Die Ausbeute an diesem Bromid_ betriigt 75—80°/o der 
Theorie: es ist mir aber nicht, wie in allen oben erwalnten 
Fiillen, gelungen, dasselbe in reinem Zustande zu bekommen: 
ich habe das Rohprodukt, also das Bromid, mit 20—25°/o Ver- 
unreinigungen gemischt, als weiteres Ausgangsmaterial benutzen 
miissen. Wie unten (s. S. 457) ausfiihrlicher erwahnt wird, 
geben diese Verunreinigungen bei der Zersetzung durch Alkalien 
und Siituren hauptsachlich Glycin. 

Durch Erwiirmen des rohen Bromids mit Kaliumacetat 
wird das entsprechende Acetat: 

filly — CH, — CH, — CO — CH, 


C,H,OOC), 


(C,H,OOC), — C 
H, 


6 


gebildet, und dieses liefert dann, auf gewoOhnliche Weise mit 
Natriumhydroxyd verseift und danach mit Salzsiiure eingedampft, 
die a-Amino-d-oxyvaleriansaure 

CH, — CH, CH,OH 

HOO — CHE 

NH, 
Was die Aubeute betrifft, mu’ erstens darauf Riicksicht ge- 
nommen werden, daf ein Teil der Oxyaminosiiure durch Ein- 
4) Siehe auch Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 436, 437, 442 und 443 
(1905). 


*) Comptes-rendus du Lab. de Carlsberg, Bd. VI, 5. 137 (1905). 
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dampfen mit Salzsaure unter Wasserabspaltung a-Pyrrolidin- 
karbonsiiure 

— CH, — CH, 

| | 

gibt!) und zweitens, dai das von den Verunreinigungen des 
Ausgangsmaterials herrthrende Glycin Schwierigkeiten bei der 
Reindarstellung der Oxyaminosiiure verursacht. Wie aus der 
ausfiihrlichen Beschreibung in den «Comptes-rendus du Labora- 
toire de Carlsberg» zu ersehen ist, gelingt es einigermafen 
leicht, (durch die Kupfersalze) diese Schwierigkeiten zu be- 
seitigen. Der y-Brompropylphtalimidmalonester hat dann fol- 
gende Produkte geliefert: 
1. a-Pyrrolidinkarbonsiiure in einer Menge 


2. Kupfersalz der a-Amino-d-oxyvalerian- 
siiture in einer Menge von ca. . > 


3. Kupferdoppelsalz der a-Amino-6-oxy- 
valeriansiiure und des Glycins in einer 
Menge VOR » 2) 


im ganzen. . . 90°/o der Theorie 

Es ist zu erwarten, dab der oben erwiihnte -Brompropyl- 
phtalimidmalonester auch fiir andere synthetische Zwecke als 
den eben besprochenen brauchbar sein wiirde. Es hat sich denn 
auch gezeigt, daf derselbe durch passende Behandlung mit 
Natriumeyanamid (NaN — C — NH) den y-Cyanamidpropyl- 
phtalimidmalonester 

CO 
in reinem Zustande geben kann (Ausbeute 75—80°/o der Theorie), 
und ich hoffe durch Behandlung des letzteren mit Ammoniak 


(C,H,OOC), — C 


1) Siehe auch Comptes-rendus du Lab. de Carlsberg, Bd. VI, S. 168, 
(1905), wo die Frage betreffs der Umwandlung von a-Amino-d-oxyvalerian- 
sdure in a-Pyrrolidinkarbonsiiure durch verschiedene Einwirkungen be- 
handelt worden ist. 

7) Aus diesem Kupferdoppelsalz lift sich die Oxyaminosiiure ver- 
haltnismiéfig leicht, wenngleich nicht ohne Verlust, gewinnen. 


t 
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oder Ammoniumsalzen einen ~-Guanidinopropy!phtalinidmalon- 

ester darstellen zu koOnnen, woraus a-Amino-6-guanidino- 

vuleriansiiure, d. h. racemisches Arginin oder eine damit 

isomere Verbindung, wahrscheinlich gewonnen werden kann. 

Noch mub ich hinzufiigen, dab der friher erwahnte Allyl- 

| phtalimidmalonester (5S. 450), wie zu erwarten ist, zwei Atome 

Brom aufnehmen kann. [ch hoffe durch Behandlung dieser 

Verbindung mit Kaliumacetat und nachfolgende Verseifung 

durch Natriumhydroxyd und Eindampfen mit Salzsiure die 

a-Amino-7-d-dioxyvaleriansiure darstellen zu konnen, 

Wahrscheinlich kann aus dieser Siéure durch Ringschliebung 

unter Wasserabspaltung eine 
A | gebildet werden (vergleiche oben S. 453). 


Natriumphtalimidmalonester. 


Diese Verbindung wird auf folgende Weise bereitet. In 
einem Rundkolben (!'2—%!4 | fassend), welcher mit einem Ritick- 
flubkithler, der oben ein Calciumchioridrohr tragt, versehen 
ist, wird 1/5 g-Atom (4,6 g) blankes metallisches Natrium in 
com gut entwissertem, am besten tiber Natrium frisch 
destiliertem Alkohol gelést. Nach vollstiindigem Losen des 
Natriums, und withrend die LOsung eine Temperatur von 60—70° 
hat, wird ein wenig mehr als !/5 g-Molekiil reiner, trockener 
Phtalimidmalonester zugesetzt (62—63 g statt der berechneten 
61 ¢). Durch Schiitteln geht derselbe vollstaéndig in Loésung 
mit stark gelber Fiirbung, aber plotzlich beginnt die Abscheidung 
des gelben” kristallinischen Natriumphtalimidmalonesters, und 
nach kurzer Zeit unter stetigem Schiitteln bildet die ganze 
Masse eine feste, die untere Hilfte der Innenseite des Kolbens 
deckende Kruste. Hiernach wird der Alkohol im Vacuum ab- 
getrieben, indem der Kolben im Olbad bei langsam steigender 
Temperatur bis 130—140° (Temperatur des Bads) erwarmt 
wird. Um den letzten Rest des Alkohols zu entfernen, ist es 
notwendig, schlieBlich reine kohlensiiurefreie, trockne Luft ein- 
ae treten zu lassen und dieselbe wieder durch Evakuieren zu 
entfernen: diese Operation muf so lange wiederholt werden, 


q 
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bis die letzte Evakuierung keinen Alkoholtropfen mehr er- 
scheinen 1labt. Der Natriumphtalimidmalonester ist) hiernach 
fertig zum Gebrauch und wird nach miifigem Kiihlen!) gleich 
mit der betreffenden Halogenverbindung tibergossen, wonach 
der Kolben wieder mit einem reinen, trockenen, mit Calcium- 
chloridrohr versehenen Riickflubkiihler geschlossen und im Olbad 
so lange bei passender Temperatur, verschieden fiir die ver- 
schiedenen Halogenverbindungen, erhitzt wird, bis eine ent- 
nommene Probe auf feuchtem Curcuma- oder Lakmuspapier 
nicht mehr deutlich alkalisch reagiert.?) Die weitere Behandlung 
ist natiirlich eine verschiedene fiir die verschiedenen Korper, 
hat aber in keinem der bisher untersuchten Fille Schwierig- 
keiten geboten: tiber diesbeziighiche Einzelheiten mul} ich aber 
auf die ausfiihrlichen Abhandlungen in den «Comptes-rendus du 
Laboratoire de Carlsberg» verweisen. 

Dieser Methode modchte ich noch einige Bemerkungen 
beifiigen. Es wurde oben erwiihnt, daB der Phtalimidmalon- 
ester der Natriumalkoholatlosung zugesetzt werden soll, wenn 
die letztere 60—70° warm ist: dies hat seinen Grund in rein 
praktischen Verhialtnissen. Bei niedrigerer Temperatur lost sich 
der Phtalimidmalonester so langsam in der alkoholischen Losung, 
das man die Gefahr liauft, die Abscheidung des Natriumphtal- 
imidmalonesters vor dem vollstiindigen Lésen des Phtalimid- 
malonesters zu bekommen, und ein wenig des letzteren kann 


') Wenn man kontrollieren will, ob aller Alkohol wirklich weg- 
gegangen ist, kann man vor dem Zusatz der Halogenverbindung den 
Kolben mit Inhalt wigen, natiirlich muf, man vorher den leeren Kolben 
tariert haben. 

*) Die entnommene Probe mufs auf das gefeuchtete Papier gedriickt 
werden; es ist nicht tunlich, dieselbe mit Wasser zu behandeln und 
danach die Reaktion des erhaltenen wisserigen Auszugs zu priifen, denn 
Natriumphtalimidmalonester list sich wohl in Wasser mit alkalischer 
Reaktion, dieselbe verschwindet aber sehr schnell, indem: 


H 
+ (Na00C), — 


+. 2C,H,OH 
NH — CO — C,H, — COONa 
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daher in die Natriumverbindung eingeschlossen und so der 
Wirkune des Natriumalkoholats entzogen werden. Bei hoherer 
Temperatur geschieht die Abscheidung des Natriumphtalimid- 
malonesters ziemlich langsam und daher in ziemlich grofen 
Kristallen, welche beim spateren Abtreiben des Alkohols zum 
Stoben Anlaf’ geben. Nur bei einer passenden mittleren Tem- 
peratur (60—70°) gelingt es leicht, allen Phtalimidmalonester 
in Losung zu bringen, bevor die Abscheidung der Natrium- 
verbindung beginnt, und wenn die Auskristallisation erst an- 
gefangen hat, vollzieht sich dieselbe so schnell, dai die ganze 
Masse gesteht, und die spiitere Abdestillation des Alkohols macht 
dann keine Schwierigkeiten. 

Kine gewohnliche Malonestersynthese wird ja in den 
meisten Fiillen ber Anwesenheit von Alkohol ausgefiihrt; dieses 
laiBbt sich bei den Phtalimidmalonestersynthesen nicht ausfiihren, 
wahrscheintich weil die Reaktion 


(C,H,OOC), C CO +-Na0C,H, = 
NC 
CO 
y™ 
\n C,H, 
° 


reziprok ist, so da Natriumalkoholat mit der zugesetzten Ha- 
logenverbindung reagieren kann, wiihrend Phtalimidmalonester 
in unveriindertem Zustande in der Losung bleibt. Bei meinen 
ersten’ Versuchen, wo ich mir iiber dieses Verhiiltnis nicht klar 
war und daher mit alkoholischen Losungen arbeitete, war die 
Ausbeute deshalb auch wenig befriedigend. Bei zwei Versuchen, 
in welchen die verwendete Halogenverbindung das ‘-Brom- 
propylphtalimid (siehe 5. 450) war, bekam ich, wenn 100 ccm 
Alkohol anwesend waren, 40°/o, und wenn 300 cem Alkohol 
benutzt wurden, nur 10°/o der berechneten Menge des y+-Phtal- 
imidpropylphtalimidmalonesters, wiihrend das Reaktionsprodukt 
reichliche Mengen unverinderten Phtalimidmalonesters enthielt 
(siehe auberdem unten). 

Die Ausbeute an dem substituierten Phtalimidmalonester 
in gereinigtem Zustande betrug, wie es aus der vorhergehenden 
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Zusammenstellung zu ersehen ist, gewOhnlich ca. der 
Theorie, wenn die von Alkohol befreite Natriumverbindung an- 
gewendet wurde. Obwohl diese Ausbeute als sehr befriedigend 
anzusehen ist, hatte es doch, besonders bei der Darstellung 
von ¥-Brompropylphtalimidmalonester, welcher nicht von den 
gleichzeitig entstehenden Verunreinigungen getrennt werden 
konnte (siehe 5. 452), Interesse, nachzuforschen, von welcher 
Art diese Verunreinigungen waren, und ob es nicht modglich 
sein sollte, das Verfahren so abzuiindern, dali die Menge der- 
selben noch weiter zuriickgedriingt werden konnte.  Einige 
Versuche, welche von Herrn A. C. Andersen im_ hiesigen 
Laboratorium ausgefiihrt wurden, hatten zum Zweck, dem hier 
erwihnten Verhiiltnis niaher zu treten, und da dieselben das 
oben besprochene Verfahren in mehreren Punkten beleuchten, 
mogen sie hier Erwahnung finden. 

Im vorhergehenden ist erwiahnt worden (siehe S. 452), 
Natriumphtalimidmalonester auf die eben beschriebene 
Weise dargestellt, durch Erwirmen bei 160—170° mit einem 
erofen Uberschuf von Trimethylenbromid hauptsichlich ~-Brom- 
propylphtalimidmalonester liefert: 


pra 
(CH,00C), CQ Br — (CH), —Br = 
\co7% ° 
Br 
(C,H,OOC), — C CO -+-NaBr 
Nco7% 


Der UberschuB von Trimethylenbromid kann durch Wasser- 
dampf abgetrieben und nahezu quantitativ wiedergewonnen 
werden, wihrend das Reaktionsprodukt durch Lisen in Ather, 
Trocknen desselben mit Calciumchlorid und nachherige Ab- 
destillation des Athers als ein gelbes Ol gewonnen werden 
kann. Dasselbe enthilt 75—80°/o des gewiinschten Bromids, 
wahrend der Rest derart ist, dafi derselbe durch Zersetzung 
mit Alkalien und Siiuren hauptsiichlich Glycin liefert und dem- 
nach wahrscheinlich unverinderten Phtalimidmalonester als 
Hauptmasse enthiilt. 
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Auf welche Weise ist nun dieser Phtalimidmalonester 
entstanden? Die niéchstliegende Erklirungsweise scheint mir 
die zu sein, dab der Natriumphtalimidmalonester Tri- 
methylenbromid Bromwasserstoff entzogen hat unter Bildung 
von Phtalimidmalonester, Natriumbromid und Allylbromid oder 
symm. Allylen. Indes ist es nicht moglich gewesen, bei 
der hier besprochenen Erwarmung von Natriumphtalimidmalon- 
ester mit Trimethylenbromid eine Entwickelung von Allylen oder 
Allylbromid) oder eine Bildung von Allylphtalimidmalonester 
(durch Natriumphtalimidmalonester und Allylbromid) in betriicht- 
lichen Mengen zu beobachten, wohl aber konnten minimale 
Ouantitiiten erhalten werden. 

Ks wiire auch denkbar, dab der nach dem oben be- 
schriebenen Verfahren dargestellte Natriumphtalimidmalonester 
nicht vollstiindig rein wiire, und vielleicht ein besseres 
Resulltat) durch Verwendung des auskristallisierten Natrium- 
phtalimidmalonesters erreicht werden konnte: es wurden daher 
folzgende Versuche ausgefiihrt: 

4.6 ¢ Natrium wurden in 200 cem absolutem Alkohol gelést und 
darin 61 g Phtalimidmalonester gelést; durch Schiitteln und Kihlen in 
kaltem Wasser schied sich der Natriumphtalimidmalonester als ein 
gelber, ziemlich voluminéser Niederschlag aus. Derselbe wurde auf der 
Nutsche abgetrennt, schnell zweimal mit absolutem Alkohol und zwei- 
mal mit Ather gewaschen und danach in einer Schale im Vacuum iiber 
Schwefelsiiure, bis der Athergeruch verschwunden war, stehen gelassen. 
Die Ausbeute betrug 65,1 g, und aus dem Filtrat und den Waschfliissig- 
keiten konnten durch Neutralisation mit Salzsiiure 7 g beinahe reiner 
Phtalimidmalonester gewonnen werden. Durch Erwiirmen des auf diese 
Weise gewonnenen Natriumphtalimidmalonesters mit Trimethylenbromid 
wurde ein Reaktionsprodukt erhalten, welches nur ca. 66°/0 ~-Brompropyl- 
phtalimidmalonester enthielt. Die schlechte Ausbeute riihrt davon her, 
dafv der Natriumphtalimidmalonester, wie dies durch einen zweiten Ver- 
such nachgewiesen wurde, etwas Kristallalkohol enthélt, und derselbe ist 
also hinreichend, um die Ausbeute stark zu vermindern. 

Ber dem zweiten Versuche wurde der kristallisierte Natrium- 
phtalimidmalonester genau wie bei dem ersten hergestellt; eine Probe 
wurde zur Analyse entnommen, und der Rest wurde danach in einem 
Kolben wie gewOhnlich in reiner, trockener, kohlensiiurefreier Luft bei 
130—140° von Kristallalkohol befreit und darauf mit Trimethylenbromid 
behandelt. Das Reaktionsprodukt enthielt 82,8°/o ~-Brompropylphtalimid- 
malonester, also nur ein wenig mehr als gewohnlich. Die entnommene 
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Probe des Natriumphtalimidmalonesters verlor im Vacuum uber Schwefel- 
siiure nur langsam, im Vacuum bei 130° dagegen schnell ihren Kristall- 
alkohol, im ganzen 16.64% Alkohol (berechnet auf Molekil Alkohol 
17,43°)0). Die von Alkohol befreite Probe erwies sich als reiner Natrium- 
phtalimidmalonester (gefunden 4,23°/o Stickstoff und 7,02°  Natrium, 
berechnet: 4.29°%/o Stickstoff und Natrium),. 

Es hat sich also herausgestellt, erstens dafi selbst geringe 
Mengen Alkohol den Reaktionsverlauf beeinflussen, und zweitens 
dafi der auskristallisierte, von Alkohol befreite, ganz reine 
Natriumphtalimidmalonester eine nur wenig bessere Ausbeute 
liefert als der auf gewohnliche Weise bereitete Natrium- 
phtalimidmalonester. 

Selbstverstindlich ist es von grobter Bedeutung, dal der 
verwendete Alkohol wirklich wasserfrei ist, denn die Wasser- 
menge, welche theoretisch notwendig ist, um die ganze Menge 
(1/5 g-Mol.) Natriumphtalimidmalonester zu zersetzen (siehe die 
Umsetzung 8. 455 unten) betriigt nur ‘4s > 18 = 3.6 g Wasser. 
Kin dritter Versuch wurde daher angestellt, bei welchem alle Vor- 
sichtsmabregeln genommen wurden, um jede Spur von Feuchtig- 
keit zu beseitigen. So wurde z. B. ein Alkohol verwendet, 
welcher erst wie gewoOhnlich entwiissert und dann schheblich 
unmittelbar vor dem Gebrauch iiber Natrium destilliert worden 
war: weiter war der verwendete Phtalimidmalonester im 
Vacuum bei 50° und das benutzte Trimethylenbromid durch 
Chlorcalcium getrocknet worden. Das Reaktionsprodukt ent- 
hielt 83,4°/o y-Brompropylphtalimidmalonester, also auch hier 
wurde eine ein wenig grobere Ausbeute als gewOhnlich erhalten. 

Aus dem vorhergehenden ist ersichtlich, dal es nie ge- 
lungen ist, eine vollstindig quantitative Ausbeute zu erhalten; 
eine einzige ganz bestimmte Fehlerquelle labt sich aber nicht 
nachweisen, wahrscheinlich sind, wie oben erwiihnt, mehrere 
solche vorhanden. Es hat sich aber ergeben, dab es 
notwendig ist, um eine moiglichst hohe Ausbeute bet 
den Synthesen durch Natriumphtalimidmalonester zu 
erreichen: 

1. Alles Wasser zu entfernen (Trocknen des Phtal- 
imidmalonesters und der Halogenverbindung, voll- 
standige Entwisserung des benutzten Alkohols) und 
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2. allen Alkohol aus dem Natriumphtalimidmalon- 
ester abzutreiben, bevor die Halogenverbindung zu- 
gesetzt wird. 

Selbstverstindlich eignet sich der Natrium phtalimid- 
malonester nicht zum Verkauf; er mui jedesmal neu dar- 
gestellt und am besten frisch verwendet werden. 


Carlsberg-Laboratorium, Valby, Kopenhagen, 
Miirz 1905. 


Uber die Gleichgewichte zwischen EiweiBkérpern und Elektrolyten. 


I. Mitteilung. 


Gleichgewicht im System: Hieralbumin, Ammoniumsulfat, 
Wasser. 
Von 


G. Galeotti. 


Mit zwei Tafeln. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der K. Universitat zu Neapel.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. April 1905.) 


Als Fortsetzung meiner Arbeit!) tiber die chemischen 
Gleichgewichte, die bei den Protein- und Metallsalzlosungen 
auftreten, nahm ich mir vor, die Priizipitationserscheinungen 
der Eiweibkorper durch Neutralsalze zu untersuchen, und zwar 
begann ich mit dem Eieralbumin und seinem Verhalten = zu 
Ammoniumsulfat. 

Der Fiillungsvorgang, der in diesem Falle zustande kommt, 
ist vollkommen reversibel. Fiigt man einer Kieralbuminlosung 
eine ausreichende Menge gesiittigter Ammoniumsulfatlésung 
hinzu, so sieht man sofort die Bildung eines Niederschlages, 
der sich nach Zusatz von Wasser vollkommen wieder aufldst. 
Filtriert’ man nun die Fliissigkeit, in der sich der Niederschlag 
gebildet hat, und setzt man zu dem klaren Filtrat eine weitere 
Menge von Ammoniumsulfatl6sung hinzu, dann entsteht ein 
neuer Niederschlag, dessen Quantitaét von der Menge der hin- 
zugesetzten Salzlésung abhingig ist. Wiederholt) man die 
Filtrationen und die Zusiitze von Ammoniumsulfatlosung, so 
kann man beliebige Mengen von Niederschlag erhalten, solange 
das Eieralbumin sich nicht erschopft hat. 

Die Beobachtung dieser Erscheinung hat die Vorstellung 
erweckt, dab es sich hier um fraktionierte Fallungen handelt, 


1) Uber die sogenannten Metallverbindungen der Eiweifkérper nach 
der Theorie der chemischen Gleichgewichte, Diese Zeitschrift, Bd. XL, 
Heft 5 und 6. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. 30 
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die durch Zusatz von Ammoniumsulfat in verschiedenem Ver- 
hiiltnis bewirkt werden. Diese Ansicht laiBt sich jedoch nicht 
aufrechterhalten. Aus meinen Untersuchungen ergibt sich viel- 
mehr, dai durch diese angeblichen fraktionierten Fallungen, 
die Trennung von Eiweibkorpern verschiedener Natur nicht zu 
erreichen ist, sondern dal} man nur verschiedene Mengen einer 
und derselben Mischung erhalt. 

In der vorliegenden Mitteilung werde ich die Versuchs- 
ergebnisse einer ersten Untersuchungsreihe kurz zusammenfassen, 
Wegen niherer Einzelheiten in bezug auf die Theorie und die 
verwendete Methode verweise ich den Leser auf meine eben 
angefiihrte Arbeit. 

Ich verwendete kristallisiertes Kieralbumin, nach der ge- 
wOhnlichen Methode gewonnen. In diesem Falle brauchte ich 
selbstverstiindlich das unter den Kristallen und Globuliten 
zurtickbleibende Ammoniumsulfat durch Dialyse nicht ent- 
fernen: dieselben wurden ohne weiteres in ganz wenig Wasser 
aufgelOst und die filtrierte Fliissigkeit sofort benutzt. Siimtliche 
Versuche wurden bei einer Temperatur von 15— 16° C. ausgefiihrt. 

Die Analvse der Lésungen fand folgendermaBben statt. 

leh brachte 5— 20 cem der zu untersuchenden Fliissigkeit 
in ein geschlossenes Gefibehen, dann wog ich dasselbe genau, 
lies das Wasser verdampfen trocknete bei 100° C. bis 
zum konstanten Gewicht: Merauf nahm ich den Riiekstand mit 
siedendem Wasser auf, filtrierte durch ein gewogenes Filter 
und spiilte bis zum Versechwinden der Sulfate aus. Auf dem 
Filter blieb auf diese Weise nur das Albumin, das ich nach 
dem ‘Trocknen wog. Im Filtrat bestimmte ich durch Wiigung 
die Menge des Sulfates mit Hilfe von BaCl,. Das Wasser wurde 
aus der Differenz berechnet. 

Zuniichst suchte ich festzustellen, ob die feste Phase, 
d. h. die Ablagerung von Kristallnadeln und Globuliten aus 
beiden Bestandteilen (naémlich aus dem Eieralbumin und (NH,),50,) 
oder aber nur aus dem Albumin allein zusammengesetzt war. 

Zu diesem Zweck sammelte ich auf gewogenen Filtern 
verschiedene Mengen dieser kristallinischen Ablagerungen, welche 
aus Losungen verschiedener Kouzentration gewonnen waren. 


: 
nee 
4 
: 
x 
a 


Uber die Gleichgewichte zwischen Eiweifkirpern u. Elektrolyten, #00 


Nachdem ich durch FlieSpapier den Uberschu8 der unter den 
festen Teilchen zuriickgebliebenen Losung weggesaugt hatte, 
wog ich die weiche teigige Masse, die ich sodann = sorgfiltig 
trocknete und nochmals wog, um die Wassermenge zu er- 
mitteln, welche diese Masse Teig enthalten hatte. Hierauf be- 
stimmte ich im Filtrat den Gehalt an Albumin und Ammonium- 
sulfat, wie ich oben beschrieben habe. 

Da ich die Zusammensetzung der Loésung, mit der die 
feste Phase im Gleichgewicht geblieben war, durch eine eigens 
fiir diesen Zweck ausgefiihrte Analyse festgestellt hatte, und 
da ich ferner, wie eben gesagt, die Wassermenge kannte, die 
in der festen Phase imbibiert zuriickgeblieben war, so konnte 
ich ohne weiteres berechnen, wieviel von dem in der festen 
Phase gefundenen Kiweif und Ammoniumsulfat zu der Imbibitions- 
fliissigkeit gehOrte: dadurch war ich imstande, die aus der 
Analyse der festen Phase erhaltenen Zahlen zu korrigieren. 

Ich halte es fiir zweckméBig, von den verschiedenen Be- 
stimmungen, die ich ausgefithrt habe, hier eine als Beispiel 
wiederzugeben. Die Analyse einer mit einer Ablagerung von 
kristallisiertem Albumin in Beriihrung befindlichen Losung ergibt 

Wasser 22,1711 
A. Kieralbumin 0,6119 
(NH,), 7,5740 
Die Analyse der Ablagerung ergab 
Wasser 1,0225 
Kieralbumin 0.4348 
| (NH,).50,0,3498 

Berechne ich nun nach den Verhiiltnissen von A in bezug 
auf das Wasser von B (d. h. fiir 1,0225 g) die Menge von Eiweil 
und Ammoniumsulfat, die der fliissigen Phase A zugehdren und 
zur Imbibition von der festen Phase B dienen, so erhalte ich 

ieralbumin O,0282 
(NH,), SO, 0,3493 
Zieht man diese Werte von jenen von B ab, so erhiilt man 
Kieralbumin 0.4066 
(NH), 80, 0,0005 
was beweist, dab die feste Phase aus Eiweibkorpern besteht, 
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/weitens mul ich erwahnen, dafi aus den gesiittigten 
Ammoniumsulfatlbsungen das ganze Albumin ausgefillt wird. 

Fiir diese Systeme kann man daher das Gleichgewicht 
bel Temp. 15° C. folgenderweise ohne weiteres bezeichneni : 

a) Es kann ein einphasisches System, von 

Kieralbumin —- H,O -+- (NH,),S0, 
zusammengesetzt, entstehen. 

8) Es kann ein zweiphasisches System entstehen, das aus 

einer Losung: Eieralbumin H,O (NH,),SO, 
2. einem Niederschlag von Eieralbumin allein, 
besteht. 

) Es kann ein dreiphasisches System auftreten, welches aus 

1. gesiittigter Losung von (NH,), 50, allein, 
2. einem Niederschlag von Eieralbumin  allein, 
3. Kristallen yon (NH,), 50, allein 

besteht. 

Bei Verwendung der gewohnlichen graphischen Darstellung 
im Dreiecke sieht man sofort, daf fiir die Temp. 15° C. eine 
Isotherme existiert, welche den Inhalt des Dreiecks in zwei 
Felder trennt, das eine einphasisch (a) und das andere zwei- 
phasisch (B), die Konjugationsgeraden des zweiphasischen Feldes 
verbinden die Punkte der Isotherme mit dem Gipfel des Drei- 
eckes, der das Eieralbumin allein darstellt. 

Das dreiphasische System ¢ wird blob von zwei Punkten 
dargestellt, von denen der eine sich auf dem Gipfel befindet, 
der dem Eieralbumin allein entspricht, und der andere auf der 
auch diese beiden Punkte werden von 
einer Konjugationsgeraden verbunden. 

Zur Bestimmung der erwiihnten Isotherme habe ich mich 
von zwei Methoden, der einen analytisch, der anderen synthetisch, 
bedient, die ich hier gesondert auseinandersetzen mub. 


Analvtisch erhaltene Isotherme. (Siehe Fig. 1.) 
Das geschlagene, neutralisierte und filtrierte Eiweib aus 
15 Eiern wird mit gesiittigter AmmoniumsulfatlOsung ausgefillt. 


1) Auch hier benutze ich die niimlichen Bezeichnungen meiner 


vorangehenden Arbeit. 


% 
; 
3 
; 
| 
q 
— 
fe 
q 
fe 


~ 
. 


Hoppe-Seylers Zeitschritt fiir physiologische Chemie, Band XLIV. Tafel 1. 
Zu «i. Galeotti, Uber die Gleichgewichte zwischen Fiweibkorpern und EKlektrolyten. | 


BR 

J / 
/ 
/ 
J ae 

4 

4 

/ 
Lif 
y 
iy 
. g 
all 


| 
4 
lvur 


SO’ 


Verlag yon Karl J. Triibner in Strabburg. 


< 


as 
3 
4 
* 
4 
yA et 
\ 
an 


Uber die Gleichgewichte zwischen Fiweifkorpern u. Elektrolyten. L. th. 


Der Niederschlag wird im Wasser wieder aufgelést und wieder 
ausgefillt, dieses Verfahren zweimal wiederholt und schlieBlich 
in wenig Wasser aufgelOst, durchfiltriert und in einer groben 
Kristallisierschale unter einer Glasglocke und in Gegenwart 
von H,SO, belassen. Temp. 15° C. 

Nach 7 Tagen beginnt die Bildung einer Ablagerung von 
Kristallen und Globuliten und nach 12 Tagen, nachdem die 
Ablagerung eine reichliche geworden ist, filtriere ich die Fliis- 
sigkeit und entnehme einen Teil der Losung, um denselben der 
Analyse zu unterwerfen. Teil A. 

Zu dem Rest des Filtrates setze ich Wasser und gesiittigte 
AmmoniumsulfatlOsung hinzu. Nach einer Woche filtriere ich 
und entnehme einen Teil davon zur Analyse. Teil B. 

Dem iibrigen Filtrat setze ich Wasser und gesiattigte 
Losung, wie oben, hinzu und entnehme nach 12 Tagen eine 
neue Portion. Teil C. 

Dieses Verfahren wiederhole ich in gleicher Weise noch 
dreimal und so erhalte ich die Lésungen D, E, F, die immer 
geringere Mengen Eiweib und immer gréfere Mengen Ammonium- 
sulfat enthalten. 

Aus der Analyse dieser Loésungen ergeben sich die fol- 
genden Werte: 


Ip ontige Zus 
Ergebnisse der Analyse Prozentige Zusammensetzung 
der Losungen 
| 8,0 .| Eier- H.0 Ammonium- 
| albumin | sulfat 
A 0,3275 | 9,6266 | 30584 251 | 73,98! 23,50 
B | 06119 | 221711 | 7.5740 201 73.06 | 24.95 
C 01594 | 7.6784 | 2.7210 1,51 | 72,72) 25,77 
01031 24,3009 | 10,5030 0.29 | 69,62) 30,09 
E | 0.0018 37,8252 19,9380 0,03 6548 34,50 
0,0103 63510 | 3.6012 | 63,75 3615 
G 0 | 7.2030 | 5.2562 — | 5781} 4218 
| | | | 


Diese Isotherme (siehe Abbildung) ist keine vollstindige, 
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weil ich bis jetzt keine an EiweiB reicheren LOsungen erhalten 
konnte: man darf daher iiber den weiteren Verlauf der Tso- 
therme nach links nichts behaupten. Rechts  trifft. sie die 
(NH,),SO0,)-Axe in dem Punkte, welcher eine gesittigte 
Ammoniumsulfatlisung darstéllt. Wie ich schon erwiihnt habe, 
existieren, wenigstens fiir die Temp. 15° C., keine gesattigten 
Losungen dieses Salzes, die Eiweib enthalten. 

Der Isothermezweig, den ich gezeichnet habe, grenzt aber 
schon ein einphasisches Feld von einem zweiphasischen ab. 
Das erstere befindet sich oberhalb derselben Kurve: alle seine 
Losungen stellen Losungen dar, die immer als solche bestehen 
und die niemals Eiweiffillung erzeugen. Das zweite Feld be- 
findet sich unterhalb der Kurve: jeder Punkt von ihm stellt 
ein System dar, welcher friiher oder spiiter sich in zwei Phasen 
teilt. doh. in Eiweif} allein und in eine LoOsung, deren Zu- 
sammensetzung von dem Isothermepunkt bestimmt wird, welcher 
mit derjenigen Konjugationsgerade zusammenfiillt. welche yom 
Gipfel Al. ausgehend durch den Punkt, der betrachtete 
Svstem darstellt, passiert. 


Svnthetisch erhaltene Isothermen. (Siehe Fig. 2.) 

Die in diesem Falle verwendete Methode unterscheidet 
sich nicht von jener auf Seite 544 meiner vorangehenden Ar- 
beit beschriebenen. 

Ich bereitete eine Losung von (schon ausgefiilltem und 
zu wiederholten Mallen) mit Ammoniumsulfat) gereinigtem) E1- 
wei} und Ammoniumsulfat und bestimmte genau die Konzen- 
trationen von beiden in ihr enthaltenen Stoffen. Dann verteilte 
ich dieselbe zu bestimmten Mengen (2 ccm) in einer gewissen 
Zahl (60 oder 70) gut geschlossener GefiiBchen. 

Dann begann ich damit, daB ich 10 soleher Gefiifchen 
nahm: zu jedem von ihnen fiigte ich eine bestimmte Menge 
Wasser z. B. 0,5 com hinzu, und dann eine gesiittigte Ammonium- 
sulfathbsung in von Gefabchen zu Gefiibchen zunehmenden Mengen, 
solange in einem derselben die Bildung einer kleinen Menge 
Niederschlag entstand. Das betreffende GefaBchen zeichnete ich 
mit L aus, was bedeutet, dab die Konzentrationen der Fliissig- 
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keiten, die es enthielt, zu einem Punkte einer labilen Kurve 
zugehoren: und die anderen hielt ich 24 Stunden lang auf einer 
konstanten Temperatur, indem ich sie wiederholt schiittelte. 
Nach dieser Zeitperiode konnte ich beobachten, da in einigen 
derselben sich ein Niederschlag gebildet) hatte, wihrend in 
auderen (d. h. in denjenigen, welche eine geringere Menge 
Ammoniumsulfatlbsung enthielten) die Flissigkeit) vollkommen 
klar geblieben war, und ich zeichnete das Gefiifichen, welches 
die geringste Menge Niederschlag enthielt, mit S aus, was be- 
deuten soll, dab die in ihm enthaltene Losung die erste sta- 
bile Lésung ist, welche zu dem zweiphasischen Felde gehort. 

Diese Manipulationen wiederholte ich dann mit anderen 
10-Reihen von Gefif®chen, indem ich die hinzugeliigte Menge 
von Wasser und Ammoniumsulfat variierte. Jede 10-Rethe gab 
mir daher einen Jabilen Punkt (1) und einen stabilen Punkt (S) 
der aufgesuchten Isothermen. 

In der folgenden Tabelle sind die Daten dieser Unter- 
suchungen wiedergegeben. Zum besseren Verstiindnis derselben 
fiige ich hinzu, in der ersten linken Saule die Buchstaben 
angereiht sind, mit welchen ich die versehiedenen Gefaichen- 
reihen bezeichnete, die zur Bestimmung eines Punktes der 
stabilen Isotherme und eines Punktes der labilen Isotherme 
dienten. In der zweiten Siiule befinden sich die Buchstaben 5 
und L, die bedeuten, welche unter den Losungen jeder Ge- 
den Anforderungen der stabilen und der labilen 
Grenzlésungen entsprechen; in der dritten die Menge Kubik- 
zentimeter der Ammoniumsulfat enthaltenden, in jedes Ge- 
fabchen hineingebrachten Eiweiblésung; der vierten die 
Wassermenge, die fiir jede GefiiBichenreihe gleich und von Ge- 
faichenreihe zu GefaBchenreihe verschieden war: in der fiinften 
die Menge von Ammoniumsulfatlosungen, die von Gefiiichen 
zu Gefabchen verschieden war. 

Die Analyse der Eiweiflésung fiihrte zu dem Schlubi, dal 
sich in eem dieser Loésung 

HO O.S619 
Eieralbumin 0,0554 » 
(NH,).S0, 0.2018 » befinden. 
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| | Gesittigte 
| Eiweiflésung Wasser Ammoniumsulfat- 
l6sung 
| ecm cem 
| 2 0 ( 
6 | 2 | 0 0,05 
| 2 0 0,10 
| 2 0 O15 
L | 2 0) 0.20 
2 OD 0,20 
| : 2 05 0,30 
2 0.5 040 
| 2 05 0.50 
B 2 0,5 0,60 
C | | 2 1 0,65 
| 2 1 0,75 
| 2 0.85 
Reece | | 2 | 1 0.95 
2 | 1 1,25 
2 2.5 1,45 
| 2 2.5 1,65 
| 2 2,5 2,15 
2 2.5 2,55 


L 


| 
L | 


L 


2 4 3,00 
2 | 4 3,20 
2 | 4 3,40 
2 4 3,80 
2 4 4,20 
5 4,25 

5 4,50) 

| 5 4,75 

| 5 5,00 

5 5,50 

| 5 6,00 


L 


~ 


~] ~) ~] 
St 


wt 


28,00 
28,50 
29,00 
29,50 
30,00 
31,00 
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Die Analyse der gesiittigten AmmoniumsulfatlOsung ergab 
fiir 1 cem H,0 0,7203 ¢ 
(NH,),50, 0,5256 
An der Hand dieser Werte konnte ich die Konzentrationen 
der stabilen und der labilen Lésungen von allen Reihen leicht 
berechnen, wie es sich aus den folgenden Tabellen ergibt. 


Stabile Losungen. 


Ergebnisse der Analyse Prozentige Zusammensetzung 
der LoOsungen 
Punkte Eier- Ammonium- 
Kier- | -Ammonium- 
albumin | albumin sulfat 
A O1108 1,7598 0.4299 481 | 76,50 18,69 
B 01108 25119  0,6138 3,42 | 77,61| 18.96 
| 01108 3.2641 0.7978 265 7823) 19.12 
D 01108 5.5564 | 13760 1,57 19,53 
E 01108 81725 | 2.1907 1,05 78.02 20.91 
F 00554 94634 2.8298 045 | 76,63 22.91 
G 0,0554 | 39,6619 | 15,7438 0.10 | 71.51 28.39 
H 0 7.2030 5.2562 “ S781 | 42,18 


Labile LOsungen. 


Ergebnisse der Analyse Prozentige Zusammensetzung 
der Liésungen 
H.O Ammonium- ier. | A 
| HO | Ammonium- 
g g g | | 
01108 1,8678 0.5087 445 7510) 20,45 
B 0.1108 | 2.6560 0,7190 318 7619) 20,62 
01108 | 34441 0,9292 247 76,80) 20,72 
01108 | 6.0606 1.7439 140 76,57 22.03 
« | 01108 87492 2.6112 0,96 | 76,27| 22,77 
Z 0.0554 | 10,1837 | 3.8554 040 74,92 | 24,68 
| | 
7 0,0354 40,6929 | 16,4948 0,09 | 71,09) 28,82 
H 0 7.2080 | 52562 — | 42.18 
| | | 


Es ist zu bemerken, daf diese Zahlenwerte nur anniihernde 
sind, zunichst wegen der der angewendeten volumetrischen 


q > 
| 


+70) G. Galeotti, 


Methode anhaftenden Ungenauigkeiten und zweitens, weil zur 
estimmung der stabilen lsothermen Losungen verwendet werden, 
die dem einphasischen Feld schr nahe legen, die jedoch zu dem 
zweiphasischen Feld) gehoren, da sich thnen schon etwas 
Niederschlag gebildet hat. Und so werden zur Bestimmung 
der labilen Isothermen Losungen verwendet, die den wirklich 
labilen Losungen (die niimlich eine gewisse Zeit brauchen, um 
-ich in den beiden Phasen zu trennen) sehr nahe legen, welche 
aber schon etwas Niederschlag unmittelbar lefern. 

In Fig. 2 werden die mit diesen Werten  enthaltenen 
lsothermen dargestellt. Die labile Isotherme unterscheidet sich 
nicht in threr Gestalt von jener mit der analytischen Methode 
eewonnenen, nur erstreckt sie sich mehr nach links, indem 
sie sich etwas abwiirts biegt. 

Die labile Kurve folet dem Verlauf der stabilen. Beide 
begrenzen ein Labilitiitsfeld, dessen Punkte Systemen entsprechen, 
die cine mehr oder minder lange Zeit hindureh als klare L6sungen 
bestehen, um dann einen Niederschlag zu geben. Unterhalb 
der labilen Kurve entsprechen die Punkte des Dreieckes Systemen, 
welche unmittelbar einen Niederschlag erzeugen. 

Dieses Labilitiitsteld hat die Gestalt’ eines eingebogenen 
Keiles, er ist breiter gegen die Mitte des Dreieckes zu, wihrend 
es sich nach rechts zu sehr verschmiilert, wo die beiden 
lsothermen sich dem Zusammenfallen niihern. Dies bedeutet, 
dafi um so leichter labile Svsteme zu erhalten sind, je mehr 
Kiweif und je weniger Ammontumsulfat vorhanden ist. Seltener 
ist hingegen die Labilitiit: ber den an Eiweif armen und an 
Ammoniumsulfat reichen Systemen. Man kann ferner schliefen, 
dali das Gleichgewicht viel rascher zustande kommt, wenn die 
Menge Ammoniumsulfat reichlich vorhanden ist, als wenn zu 
einer an reichen Losung nur geringfiigige Mengen dieses 
Salzes hinzugetiigt werden. 

Schliisse. 

1. Die Fiillung des Eieralbumins durch das Ammonium- 
sulfat stellt einen reversiblen Vorgang dar. In einer Eier- 
albuminlosung beginnt die Fillung, wenn die Konzentration 
des Salzes einen gewissen Grenzwert erreicht hat, und von 
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diesem an fallen weitere Mengen derselben Proteinsubstanz 
durch Zusatz neuer Salzmengen aus. Fiigt man Wasser hinzu, so 
losen sich die Niederschlage vollstéindig wieder auf. Ist die 
Losung mit Ammoniumsulfat vollkommen gesiittigt, dann bleibt 
kein Kieralbumin mehr darin gelost. 

2. Sowohl der Niederschlag, der durch Mischung einer 
EieralbuminlOsung mit einer geniigend konzentrierten Ammonium- 
sulfatlbsung entsteht, wie die Ablagerungen von kristallinischen 
Nadeln und Globuliten, die aus einer klaren Loésung Jangsam 
durch Abdampfung sich bilden, bestehen nur aus einer einzigen 
Art von Eieralbumin. 

3. Die Losungen, die mit einer festen Phase von Albumin 
in Gleichgewicht stehen, werden von den Punkten einer [sotherme 
dargestellt, welche in bezug auf das Feld, in welchem sie sich 
erstreckt, und in bezug auf die Temperatur von 15° C. das 
Problem des Gleichgewichtes dieser Systeme graphisch lost, 
insofern man fiir irgend ein gegebenes System durch Be- 
trachtung des Punktes, welcher dasselbe im Dreiecke darstellt, 
sofort bestimmen kann, ob es aus einer LOsung besteht, welche 
als solche zuriickbleiben wird, oder aber ob es sich in zwei 
Phasen trennen wird, d. h. in Albumin und in einer Losung, 
deren Konzentrationen man sofort wird ermitteln kOnnen, indem 
man die Konjugationsgrade in Betracht zieht, welche durch 
den betrachteten Punkt passiert. 

4. Mischt man eine EieralbuminlOsung mit einer geniigend 
konzentrierten. Ammoniumsulfatiésung, so entsteht mitunter cin 
Niederschlag erst nach einer gewissen Zeit, d. h. es gibt labile 
Systeme, welche eine gewisse Zeit hindurch als klare Losungen 
bestehen, und dann trennen sie sich in zwei Phasen, die eine 
feste und die andere fliissige. Mir gelang es, das Feld 
dieser labilen Systeme durch zwei Isothermen zu begrenzen, 
und so kann man fiir jedes System durch Betrachtung des 
dasselbe darstellenden Punktes ohne weiteres feststellen, ob 
in demselben System ein Niederschlag sofort oder nach einer 
gewissen Zeit auftritt, oder aber derselbe darin tiberhaupt nicht 
entstehen und die Losung endgiltig unveriindert bestehen bleibt. 
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Uber Cystein. ') 
Il. Mitteilung. 


Von 


Carl Neuberg-Berlin und Paul Maver-Karlsbad. 


‘Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin. 


(Der Redaktion zugegangen am 18, April 1905.) 


Vor einiger Zeit hat der eine von uns gezeigt,?) dal 
die von E, Baumann dem Cystein resp. Cystin zugeschriebenen 
Formeln unrichtig sind; die Oxydation des Cysteins mit Sal- 
petersiiure ergab Isaethionsiiure (I), deren Bildung nur mit 
der Formel Hound Hl, nicht aber mit der Baumanns (IV) im 
Kinklang steht. 

1. CH, -SO,H — CH,OH 
Il. CH, - SH — CH- NH, — COOH 
Ill. COOH — CH - SH — CH,NH, 
s— “\ NH, 

Man mub annehmen, dafi die Salpetersiiure den Mer- 

captanrest (-SH) in die Sulfosiuregruppe (-SO,H) verwandelt, 


', Der wesentliche Inhalt der vorliegenden und folgenden Mit- 
leilung ist bereits in der Sitzung der Deutsch. chem. Gesellschaft 
zu Berlin am 25, Mai 1903 vorgetragen; insbesondere ist hier auch 
iiber die inaktive Form des Cystins aus Eiweif, deren Spaltung in die 
d-Verbindung, tiber die Bestimmung mittels Phenyleyanat und das Ver- 
halten zu Quecksilbersalzen berichtet. Hierauf sei im Hinblick auf spiiter 
erschienene, im Text ziterte Arbeiten anderer Autoren hingewiesen, die 
zum Teil denselben Gegenstand beriihren. 

Mit der Drucklegung unserer Ergebnisse haben wir gez6gert in 
der Hoffnung, unsere Resultate durch Untersuchung einer gréfteren An- 
zahl von Cystinsteinen kontrollieren und vervollsténdigen zu kénnen. 
Trotz zweijihrigen Wartens haben wir aber weder im hiesigen Institut 
noch von anderer Seite dieses kostbare Material erhalten, so da wir 
anderen Autoren, die mehr vom Gliick begiinstigt sind, die Entscheidung 
einiger noch offenen Fragen iiberlassen miissen. 

*)C. Neuberg, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV_ 5.3161 (1902). 
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dafi die dabei entwickelte salpetrige Saéiure Amid gegen Hydroxyl 
ersetzt, und dai ferner CO, abgespalten wird. Demnach ist 
das Cystin kein Brenztraubensiiureabkémmiling, sondern ein 
Glycerinsiurederivat; eine Entscheidung zwischen den Formeln 
I] und Il ist durch die Bildung von Isaethionsiiure jedoch nicht 
erbracht. 

Gleichzeitig mit diesen Versuchen, die an Cystin aus 
Blasensteinen angestellt waren, und unabhiingig von ihven hat sich 
E. Friedmann!) mit der Konstitution des Cystins beschiftigt : 
er verwandte das Cystin, das nach K. A. H. v. Morners?) 
im Jahre 1899 erfolgter Entdeckung leicht durch Hydrolyse 
der Hornsubstanz gewonnen werden kann. Bald darauf teilte 
Emil Erlenmeyer jun.*) die interessante Synthese von Cystin 
aus inaktivem Serin mit, das sicher die inaktive Form = eines 
von der Formel II sich ableitenden Disulfids darstellt. Bereits 
in der ersten Mitteilung des einen von uns ist die Frage nach 
der Identitét von Cystinen verschiedener Provenienz aulge- 
worfen. Dieselbe ist keineswegs erledigt, und der Entdecker 
des Eiweificystins, Morner, iiubert sich tiber diesen Punkt 
sehr vorsichtig. ?) 

Kinige zufiillige beobachtungen an Cystinsteinen, sowie 
sich widersprechende Literaturangaben, haben uns zu einem 
Vergleich der Cystine verschiedener Herkunft veranlabt: auf 
Grund derselben (s. experimenteller Teil) sind wir zu der An- 
sicht gekommen, dab sich zwei strukturisomere Cystine in der 
Natur finden. 

bekanntlich gilt ftir «Cystin» die Form: seiner Kristalle 
als charakteristisch, die sechseckige Platten bilden: wir sind 
nun einem Cystinstein begegnet, der aus einem ausschliel- 
lich in Nadeln kristallisierenden, stark optisch aktiven Cystin 
bestand. Der Einfachheit halber seien im folgenden die beiden 
Cystinformen als «Pretein-» und «Steincystin» unterschieden, 
ohne dal mit dieser Benennung das ausschliebliche Vorkommen 
am einen oder anderen Orte behauptet werden soll. 


') Beitrége z. chem. Physiok u. Pathol., Bd. TIT, S. tu. 184 (1902). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 602; Bd. XXXIV, 8S. 207 (1899). 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVI, S. 2720 (1903). 
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Da durch Friedmanns Versuche fiir ein ausschlieSlich 
in sechsseitigen Tafeln kristallisiertes Proteincystin!) einwands- 
frei die Formel 

CH, — CH - NH, — COOH 


CH, -S — CH - NH, — COOH, 
d. h. Konstitution des Disulfids der a-Amino-§-thioglycerin- 
siiure, erwiesen ist und da die Baumannsche Formel?) auch 


') Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol., Bd. II, S. 15. 

*) Es mége hier bemerkt werden, dafv gegen die Moglichkeit der 
Bauimannschen Formel des Cysteins, nach der dieses das NH,-Additions- 
produkt der Thiobrenztraubenséure wiire, aufer der experimentellen Wider- 
legung noch ein anderes Argument spricht, das Drehungsvermégen des 
Cysteins. Es findet sich nimlich in der Natur keine einzige optisch 
aktive Substanz, deren Asymmetrie aufer durch ungleiche Kohlenstoff- 
radikale (R, Ry, Ry, Ry) durch zwei anorganische Reste (A, A,) be- 
dingt wiire, von denen nicht einer Wasserstoff (H) ist. Es kommen 
nur die Formen 


z. B. Kampfer oder 
3 
DE z. B. Methyl-iithylessigsaure (Il) [Valeriansiure] oder 
A 
B. Milehsiiure (II) vor, aber nie der Typus 
R’ A 
Van 
,der im Baumannschen Cystein, resp. Cystin (IV u. V) vorlige. 
A 


*(.- CH, 


CHy | CH, 


CH, | CH 
CH 
CH H CH SH 
UI. IV: 
COOH4 oH COOH7 
HC 
V. 


(Das in Betracht kommende asymmetrische Kohlenstoffatom ist mit 
* versehen.) 


1. 
a 

: 

i 
: 
a ; 

| 

: 
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dem lsomeren nicht zukommen kann. ist fiir letzteres die Forme! 
CH, - NH, — CH-S — COOH 


| 
CH, NH, — — COOH 


anzunehmen, d. h. die des Disulfids der a-Thio-B-Amino- 
glycerinsiure. 

Die beiden Cystine sind als die beiden geschwefelten 
Serine autzufassen: wie Serin und Isoserin und isomere Amino- 
siiuren fast ailgemein (vergl. Leucin, tsoleucin und n-Amino- 
capronsiture, die verschiedenen Aminovaleriansiiuren etc.) zeigen 
sie weitgehende Ahnlichkeit; immerhin haben wir Unterschiede 
in folgenden Punkten feststellen konnen. 

1. Reines optisch-aklives Proteincystin kristallisiert in 
sechsseitigen Tafeln. 

2. Reines optisch-aktives Steineyvstin kristallisiert aus- 
schheblich in Nadeln. 

Proteineystin hat salzsaurer Losung spezi- 
fische Drehung — 224°. 

#. Steineystin hat unter den gleichen Bedingungen die 
Drehung — 206°. 

5). Racemisches Proteincystin kristallisiert’ tyrosin- 
ahnlichen Nadelbiischein und Kugeln. 

6. Racemisches Steineystin keine Kristallform er- 
kennen; es ist amorph und kann durch Proteincystin nicht zur 
Kristallisation angeregt werden. 

7. Das Proteincystin hat keinen Schmelzpunkt, es 
zersetzt sich langsam von 258—201° ab. 

8. Das aklive Steincystin schmilzt unter deutlichem 
Aufschaumen bei 190-—-192°; es ist leichter l6slich als das 
isomere, 

Die Phenylevanatverbindung des Proteincystins 
schmilzt bei 160° (korr.): durch Kochen mit 25° oiger Salz- 
siiure geht sie in das Anhydrid, ein Hydantoin, tiber, das bei 
119° (korr.) schmilzt. 

10. Die Phenyleyanatverbindung des Steincystins 
schmilzt bei 170—172° (korr.): nach dem Kochen mit HCl 
haben wir keine Veriinderung konstatieren konnen. 
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Das Proteincystin gibt nicht die Hvydroxamsiure- 
probe von Bamberger. 

12. Das Steineystin gibt deutlich die Bambergersche 
Hydroxamsiiurereaktion., 

13. Proteincystin licfert bei Behandlung mit salpetriger 
Siiure unter Ersatz des Amids gegen Hydroxyl das Disulfid 
der 6-Thioglycerinsdure (-S - CH,—CH - COOH),, deren Baryum- 
salz stark optisch aktiv ist.?) 

14. Das Reaktionsprodukt salpetriger Siéiure und 
Steincystin ist viel komplizierter zusammengesetzt. Ein daraus 
gewonnenes Baryumsalz zeigt andere Zusammensetzung und 
Drehung. 

15. Die Benzoylverbindung des Proteincystins schmilzt 
ber 182—184° (korr.). 

16. Die Benzoylverbindung des Steincystins zeigt den 
Schmelzpunkt 157—159° (korr.). 

17. Das Quecksilbersalz des Proteineystins, dargestellt 
ius 1 Mol. Cystin, 2 Mol. NaOH und Sublimat, entspricht genau 
der Forme! 


S- CH, - CH- NH, - 
g 


S- CH, CH- NH, - CO,” 
und ist total bestiandig.?) 

18. Das gerade ebenso bereitete Quecksilbersalz des Stein- 
cystins fiirbt sich beim Trocknen erst rotbraun, dann schwarz 
(infolge Abspaltung von Quecksilbersulfid 2) und hat keine konstante 
Zusammensetzung. 

19. Das Cysteinchlorhydrat aus Proteincystin gibt mit 
Sublimat eine Fiiliung, deren Zusammensetzung der Formel 

(CH, SHgCl — CH - NH, (HCl) - COOH), - HgCl, 
entspricht. 

20. Das Reduktionsprodukt des Steincystins bildet eine 
Quecksilberverbindung von der Zusammensetzung 

CH, - NH, — CH: S — COO- HgCl,. 
2 

i) Uber die B-Thioglycerinsiure aus Proteincystin werde ich dem- 
nichst gemeinsam mit Herrn Ascher ausfiihrlich berichten. N. 

2, Siehe die folgende Mitteilung S. 4501, 


3 
ct 
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21. Das Proteineystin libt sich am Schwefel alkylieren; 
die Athylverbindung CH,SC,H,-CH - NH,-COOH schmilzt bei 
228—250°, das entsprechende Benzylderivat 

CH, - SCH,C,H, — CHNH, — COOH 
zeigt den Schmelzpunkt 226—228°. 

22. Das Steincystein liefert zwei analoge Produkte; die 
Athyvlverbindung schmilzt bei 164—166°, das Benzylderivat 
bei 213°. 

An der Existenz zweier natiirlich vorkommenden Cystin- 
formen kann demnach kaum ein Zweifel bestehen. Die dem 
Steincystein zugeschriebene Formel ist allerdings nur aus der 
Verschiedenheit dieser Substanz vom Proteincystin gefolgert: 
fiir die direkte Beweisfithrung — etwa durch Abbau — hat uns 
bisher das Material gefehlt. 

Inzwischen ist eine Substanz von der Struktur, die wir 
dem Steincystin zuschreiben, und zwar in einer inaktiven 
Modifikation durch S. Gabriels!) interessante Synthese bekannt 
geworden und Isocystin genannt. Durch Spaltung der Rhodan- 
dihydrouracils von der sicher bewiesenen Konstitution (1) 
durch rauchende Salzsiiure bei 170° erhielt Gabriel glatt die 
a-Thio-B-aminoglycerinsaure (IT) 

I. I]. 
CH, — NH, CH, - NH, 
CN SCH 4H,0 = 2CO, -+ 2NH, + CH. SH 
(9 + NH: (OOH 
in ahnlicher Weise, wie auch die a-B-Diaminoglycerinsiure 
IV) nach Tafel?) durch Aufspaltung des hydrierten Urazilringes 
(Tetrahydroharnsiure) (II) bei 150° entsteht: 
IT. IV. 
CH, — WH, CH, - NH, 


NH, —COHNCH 3H,0 — 2C0, -L 2NH, + CH- NH, 
NH COOH 


') S. Gabriel, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVIII, 3. 637, 
(1905). 
*) J. Tafel, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIV, 5S. 1182 (1901). 
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Das Isocystein geht durch Oxydation in das Isocystin tiber. 

Nun miissen vom fsocystin genau wie vom Proteincystin 
zwei inaktive Formen existieren, denn beide sind den W ein- 
siituren?) analog konstituiept, d. h. sie kOnnen in einer Racemo- 
und Mesoform auftreten. 

Welche Modifikation in der Substanz von Gabriel vor- 
liegt, ist unbekannt.?) Unser Befund, dai racemisches Stein- 
cystin im Gegensatz zum Proteincystin amorph ist, einen deut- 
lichen Schmelzpunkt besitzt und relativ leicht lOslich ist, steht 
mit Gabriels Angaben im Einklang. Auch die von letzterem 
als charakteristisch angegebene Reaktion, schon in der Kiilte 
mit alkalischer Bleil6sung Schwefel abzuspalten, haben wir an 
unserem Praparat feststellen koOnnen. Dagegen hat Gabriel 
selbst an einer anderen Probe eines von uns untersuchten 
optisch aktiven Cystins aus Steinen, die aus einem Gemisch 
von sechseckigen Plittchen und Nadeln bestand — itiber die 
Natur dieses Materials siche unten — die von ihm fiir lsoeystin 
eleichfalls als charakteristisch betrachtete bildung von Schwefel- 
kupfer bei Zusatz von CusQ,, resp. Cu-Acetat nicht beobachtet. 

beziiglich dieser letzten Reaktion hat nun vor einigen 
Jahren J. Mauthner®) angegeben, dai auch Proteincystin in 
wkalischer Losung bei Gegenwart von Kupfersalzen leicht Cu- 
prisullid abspaltet: jedenfalls ist wohl auf diese Probe kein 
entscheidender Wert zu legen. 

Dali aber im Steineystin der Schwefel viel lockerer haftet 
als im Proteincystin, haben wir auch bei seinem Verhalten 
gegen heibes Ammoniak (s. 5. 26) konstatiert, wobei Ammonium- 
sullid unter Bedingungen entsteht, wo es beim Eiweifcystin 
nicht gebildet wird. 

Kin genauer Vergleich des von uns hauptsiichlich an der 
natiirlichen aktiven Form untersuchten Steincystins mit Gabriels 
inaktivem [Tsoeystin ist demnach nicht modglich. Wir hoffen 

') Auf die Bedeutung dieser Erscheinung fiir die Behandlung stereo- 
chemischer Probleme haben jiingst Emil Fischer und Suzuki (Ber.. 
Bd. XXXVI, S. 4976 [1904}) bei Gelegenheit der Synthese von Poly- 
peptiden des Eiweifeystins hingewiesen. 

*) Dasselbe gilt von KE. Erlenmeyers inaktivem «Proteincystin>. 

‘) Jubelband zu Ehren von C. Voit, 1901, 8. 176. 
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diesen durch Untersuchung der aktiven Formen durchftihren zu 
kOnnen und beabsichtigen, die Spaltung des synthetischen [so- 
eystins in die aktiven Komponenten zu untersuchen. Wahr- 
scheinlich wird sich diese Substanz erheblich leichter als nach 
Gabriels erwiihnter erster Synthese — analog Erlenmeyvers!) 
elegantem Aufbau des inaktiven Proteincystins — aus dem 
leichtzuginglichen Benzoyl-Isoserinester mittels Phosphor- 
pentasulfid erhalten lassen. 

Die wiederholt betonte Sehwierigkeit des Arbeitens mit 
Steincystin liegt in der Beschaffung des Materials. Abgesehen 
davon, dah Cystinsteine iiberhaupt zu groBen Seltenheiten ziihlen, 
findet sich in ibnen das typische Steincystin keineswegs immer 
oder zum mindesten nicht rein, sondern gemischt mit gewohn- 
lichem Proteincystin. Wie erwiihnt, ist letzteres schwerer lOs- 
lich und durch eine Reihe von Kristallisationen (4 bis 5) — Fiéill- 
ung durch Eisessig aus der Losung in verdiinntem Ammoniak — 
kann man die schwerldslichen sechseckigen Tafeln des letzteren 
verhaltnismibig leicht rein erhalten, sobald die Quantitiit: des 
Proteincystins groBer als die des Steincystins ist. Dageyen 
velingt es nicht, die nadelfOrmigen Gebilde des letzteren rein 
aus der Mutterlauge zu isolieren, indem die aktiven Formen 
von nadelformigem Steincystin und in Plittchen kristallisieren- 
dem Proteincystin miteinander nadelformige Mischkristalle 
bilden (siehe unten). 

Unsere Untersuchungen haben wir deshalb an Steinen 
(dieselben hatten zweierlei Herkunft) ausgefiihrt, die sich mikro- 
skopisch von vornherein als frei von sechseckigen Pliittchen 
erwiesen. 

Kin drittes Material,?) von dem wir eine kleine Menge 
der Giite des Herrn Privatdozenten Dr. Spiegel-Berlin ver- 
danken, bestand nach der mikroskopischen Untersuchung aus 
einem Gemisch von tiberwiegend Proteincystin mit Steincystin. 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVI, S. 2720 (1903) und 
Annal. d. Chem., Bd. CCCXXXVII, 3. 259 (1904). 

*) An diesem Produkt hat Herr Professor Gabriel — wie er- 
wihnt — die Kupferreaktion seines lsocystins nicht konstatieren konnen, 
vergl. S. 478. 
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Die Priifung geschah stets durch Losen einer kleiner Menge in 
warmem Ammoniak und Verdunstung in einer kleinen Kristallisier- 
schale Exsikkator tber Schwefelsiiure. In allen Fillen 
hinterblicb ungelost’ ein’ geringer amorpher Riickstand, be- 
stehend aus Schwefel, auf dessen héufiges Vorkommen in Blasen- 
steinen zuerst L. Spiegel?) die Aufmerksamkeit gelenkt hat. 

Keinesfalls kann das Cystin eines Steines ohne weiteres 
als verschieden vom Proteincystin betrachtet werden, sondern 
es bedarf stets der mikroskopischen Kontrolle. Diese ist aber 
heweisend, 

Zwar zeigt das racemische inaktive Proteincvstin§ grobe 
Ahnlichkeit mit dem Steincystin, indem es gleichfalls in Nadeln 
kristallisiert, wenn auch in kleineren Formen. Die nur un- 
bedeutend niedrigere spezifische Drehung des reinen  nadel- 


formigen Steincystins ({a|D = — 206°) im Vergleich mit der des 
reinen Proteincystins = — 224°) schliebt ein Vorliegen 


etwa des letzteren aus, und selbst ein Gemisch von aktivem und 
r- Proteineystin konnte angesichts der einheitlichen Nadelform der 
Kristalle nicht im Steincystin vorliegen. Denn wir haben aus- 
driicklich festgestellt (siehe die folgende Mitteilung), dab Protein- 
cystin weder in der aktiven noch in der racemischen Form 
dimorph ist und dai bei emer Mischung von Racemkorper mit 
aktivem nattirlichen Proteincystin die Nadeln des ersteren und 
die sechseckigen Platten des letzteren tm mikroskopischen bilde 
vollig neben einander bestehen bleiben. 

Auferdem kann, abgesehen von der ausdriicklichen Fest- 
stellung der optischen Aktivitét, nach allem, was iiber ein natiir- 
liches Vorkommen von Racemkorpern bekannt ist, ein Vor- 
legen von r-Cystin in Cystinsteinen von vornherein als 
ausgeschlossen betrachtet werden. Dai die reine Nadelform 
des Steincystins nicht etwa durch Verunreinigung mit einer 
fremden anders zusammengesetzten Substanz bedingt ist, 
folgt mit Sicherheit aus der Schirfe der analytischen Daten. 
Ferner haben wir ausdriicklich an reinem aktiven Proteincystin 
festgestellt, dai es beim einfachen Loésen in heibem Ammoniak 


Virchows Archiv, Bd. CLXVI. 364. 


pee 
: 


Uber Cystein. IL. 


nicht racemisiert wird, sondern dal beim Verdunsten die 
reinen Sechseckformen wieder erscheinen und das Drehungs- 
vermogen ungedndert bleibt. 

Wir kommen nun zur Diskussion der Frage tiber die Ver- 
breitung des Steincystins. 

Sein Vorkommen in Cystinsteinen scheint nicht so selten 
zu sein. Inzwischen ist auch E. Abderhalden!) einem Cystin- 
stein begegnet, dessen Cystin sich von reinem Eiweifcystin 
(gewonnen aus Edestin) verschieden verhielt. Seine B-Naphtalin- 
sulfoverbindung schmolz néamlich 12—16" hoher als das 
entsprechende Derivat des Proteineystins (F - 214° — 215°), bei 
226—230°. Den niedrigeren Schmelzpunkt zeigte auch die 
Naphtalinsulfoverbindung (1. ¢.) eines in reinen  sechsseitigen 
Tafeln kristallisierenden, aus der Milz mit verdiinntem Ammoniak 
extrahierten Cystins, bei dem wohl sicher eine Racemisierung aus- 
geschlossen ist. Deshalb mui wohl das Naphtalinsulfoderivat vom 
Schmelzpunkt 214° dem Proteineystin, das héher schmelzende 
dagegen einem Isomeren zugeschrieben werden, eine Moglich- 
keit, deren der Autor bereits gedenkt. 

Aufier in Steinen und in Eiweiikorpern ist seit fast hundert 
Jahren ein dritter Fundort des Cystins bekannt, der Harn von 
mit Cystinurie behafteten Patienten. Das einzige Mal, wo ein 
Cystinharn auf Vorkommen isomerer Cystine untersucht ist, 
der jiingst von A. Loewy und C. Neuberg?) eingehend 
untersuchte Fall, enthielt allein Proteincystin. In der Literatur 
findet man jedoch von alters her angegeben, daf Cystin aus 
Steinen und Harn aufer in der typischen Sechseckform gelegent- 
lich auch in Nadeln kristallisiert (siehe die Lehrbiicher von 
Huppert, Beilstein, Hoppe-Seyler-Thierfelder). Da dieses 
natiirliche Material kaum racemisiert gewesen sein kann, wird 
man die Notizen tiber nadelférmiges Cystin auf «Steincystin- 
zu beziehen haben. 

Von besonderer Wichtigkeit fiir die ganze Cystinfrage ist 
es, dafs auch die cystinliefernde Gruppe der Proteinstoffe die 
beiden Isomeren zu enthalten scheint. Auf Grund analytischer 


Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIIT, 5S. 558. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 346. 
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Daten ist Kk. A. H. Morner?) schon vor einigen Jahren zu der 
Auffassung gelangt, dab sich zwei ungleichartige Schwefelatome 
im finden. Morner widerlegte ausdriicklich Embdens?) 
Behauptung, dab es sich hierbei um ein gleichzeitiges Vorkommen 
von Cystein und Cystin handke, und hat diese Anschauung spiiter?) 
eingehend begrindet. Es gelang ihm nimlich, aus Proteincystin 
liber das Cystein durch Spaltung mit Salzsiiure unter Druck 
neben HS und NH, erhebliche Mengen a-Alanin (1) und a- 
Thiomilchséure (I) zu erhalten, 

I. CH, —CHNH, — COOH If. CH, +» SH — CH - NH, — COOH 

Hl. CH, — CH -SH— COOH VI. CH, - NH, — CH - SH — COOH 
von denen ersteres aus dem «Proteincystin» (IE), letzteres aus 
‘Steincvstin» (IV) allem Anschein nach hervorgeht. 

Friiher hat der eine von uns®) dargelegt, dab die nach- 
gewiesene Bildung von Brenztraubensiiure CH, — CO — COOH 
aus Cystein in alkalischer Losung sowohl mit der Formel III 
wie IV im Einklang steht, und es wiire denkbar, dafi der dabei 
auftretende Schwefelwasserstoff die Brenztraubensiiure zu g-Thio- 
milchsiiure 

CH, - CO — COOH + = + S++ CH, CH- SH — COOH 
reduziert, wie das schon Bottinger vor einer Reihe von Jahren‘) 
ausgefiihrt hat. Aber Moérner®) hat den ausdriicklichen Nach- 
weis geliefert, dab Brenztraubensiure nicht durch Siiure- 
spaltung aus Cystin entsteht, und wir haben fiir Cystein aus 
Kiweifcystin besonders festgestellt, dab es durch Destillation 
mit Kaliumdisulfat oder Borsiiture, wo die naheverwandte 
Glycerinsiure nach Erlenmeyer sen,®) Brenztraubensiiure liefert, 

CH, CH, 


| | 
CHOH 

| | | 
COOH COOH COOH 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 295 (1902). 

7) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, 94 (1901). 

3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, S. 3162 (1902). 
*) Annal., Bd. CLXXXVIII, S$. 320. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 5S. 139 (1904). 

6) Ber., Bd. XIV, S. 322 (1881). 
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also ebenfalls bei saurer Reaktion, keine Spur der Ketopropion- 
siiure ergibt. 

a-Alanin sowohl wie a-Thiomilchsiure hat Morner 
iibrigens in solchen Mengen erhalten, eme Bildung der 
letzteren durch Atomverschiebung bei saurer Reaktion nicht 
sehr wahrscheinlich ist. Deshalb ist auch Gabriels (1. ¢.) etwas 
andere Interpretierung des Vorgangs wohl auch nicht zwingend, 
welche die Bildung von a-Alanin wie a-Thiomilchsiiure allein 
auf die a-Amino-B-Thiomilchsiiure (Proteincystein) bezieht : 


CH,SH CH 
— —— Ch 
C | | 
| COOH COOH 
COOH +H, 
[+H 
CH, 
CH, | 
| CH- NH, 
CH-SH 
| COOH 
COOH 


Morner!’) hat dann auf Grund seiner Beobachtungen und 
unter Hinweis auf unsere (kurz bereits in einer Arbeit von 
J. Wohlgemuth {diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 82, (1903)| mit- 
eeteilten) Resultate sich gleich Patten?) fiir die Existenz zweier 
ungleicher S-Atome im Eiweifimolektil ausgesprochen und nimmt 
mit uns die beiden mit «Protein» und «Steincystin» bezeichneten 
stereoisomeren Formen an. 

Fiir die Tatsache, dafi dem typischen kiweibcystin ein 
Begleiter von der gleichen Zusammensetzung anhaftet, spricht 
ein anderer, ungemein wichtiger Befund Morners, den er zu 
wiederholten Malen erhoben hat. 

Nimmt man, wie Morner beschreibt, die Hydrolyse der 
Harnsubstanz durch einwéchentliches Erhitzen bei Wasserbad- 
temperatur vor, so kristallisiert im wesentlichen in_ typischer 
Sechseckform ein linksdrehendes Cystin aus vom spezifischen 
Drehungsvermégen = — 224,3°. Dauert die Hydrolyse 
linger, so verschwinden die Sechseckformen und es tritt ein 


4) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 363 (1904). 
Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 350 (1903). 
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nadelfOormiges Cystin, das beinahe optisch-inaktiv oder 
sogar rechtsdrehend ist. Vollig inaktive Praparate hat 
Morner,!) wie er angibt, niemals erhalten: das niedrigste 
Drehungsvermogen fand er zu = — 5,59 und — 5,6”, 
withrend die dextrogyren Priparate wechselnde Werte, z. B. 
= 16°, + 47°, + 93° besafen. 

Zur Erklarung dieser auffallenden Erscheinung nimmt 
Morner an, entweder das nach Loslosung des d-Cystins 
aus dem Proteinmolekiil die Abspaltung der  beginnt, 
oder dab letztere aus ersterer durch eine nachtrigliche Um- 
lagerung entsteht. In einem Fall entstiinde also die schwach 
drehende Modifikation durch Vereinigung von. d- und |-Form, im 
andren durch teilweise Kacemisierung des |-Cystins. 

In der ausgedehnten Literatur tiber  stereochemische 
Forschungen ist nun kein einziger Fall bekannt, dab eine 
-Modifikation in die enantiomorphe?) d-Form durch physi- 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXVIE, 38. 605—610 (1899). 

*) Der Ubergang von rechtsdrehendem Menthon (I) in einen links- 


drehenden Koérper gleicher Zusammensetzung (II) ( ) 
ist keine Ausnahme dieser Regel; denn das wahre Spiegelbild von | 
H CH, H (CH, CH, H 
SCH, —— > H,C7 NCH, 
| 
H  CH(CH,), CH(CH,), H CH(CH,), H 


Rechtsdrehendes Menthon Linksdrehender Korper 
wiirde durch das Formelbild (III) wiedergegeben, wahrend bei der 
Reaktion nur an dem mit * bezeichneten asymmetrischen Kohlenstoffatom 
eine stereische Umlagerung eintritt. Ahnlich liegen die Verhiltnisse bei 
dem von Fischer und Piloty (Ber., Bd. XXIV, 5S. 4214) beobachteten 
Ubergang von linksdrehender |-Arabonsiure (IV) in dextrogyre 1-Ribon- 


siiure (V): IV. COOH VY. COOH 
HCOH onde 
OCH OHCH 
OCH 


| | 
CH,OH CH,OH 


Uber Cystein. IL 


kalische Vorgiinge (wie Erhitzen) oder symmetrische chemische 
Agentien (HCI) tibergeht, und theoretiseh ist dieser Fall auch 
undenkbar. Der optische Antipode hat stets dieselbe (enantio- 
morphe) Kristallform: ausdriicklich gibt aber Morner fiir seine 
stark rechtsdrehenden Cystinpriiparate reine Nadelform = an. 
Wie in der folgenden Mitteilung gezeigt wird, kristailisiert 
d-Proteincystin, wie die Theorie es fordert, in der Tat in sechs- 
eckigen Tiifelchen, deren Form selbst im Gemisch mit sehr viel 
nadelformigem racemischen Cystin deutlich zu erkennen bleibt. 

Diese wichtigen Befunde Modrners konnen nicht 
durch einen stereoisomeren, sondern nur durch einen struktur- 
isomeren Begleiter des Cystins erkliirt werden. 

Bedenkt man endlich, dab die Eiweiikorper erhebliche 
Unterschiede in der Leichtigkeit aufweisen, mit der sie ihren 
nicht oxydierten Schwefel abspalten, so kann man diese Eigen- 
schaft vielleicht mit dem entsprechenden Verhalten der beiden 
isomeren Cystine in Zusammenhang bringen. 

Die Tatsache, im «Steincystin» eine B-Aminosiiure 
vorliegt, kann nicht ernstlich gegen die Annahme einer Prii- 
existenz im Proteinmolokiil geltend gemacht werden; denn die 
alte Regel, daB sich allein a-Aminosiiuren am Aufbau des Kiweibes 
beteiligen, ist auch durch die Beobachtungen von Ellinger!) und 
Levene?) erschiittert. 


Zum SchluB mége noch die Frage nach der bezeichnung 
der Cystine beriihrt werden. Bei allen bis zum Jahre 1899 
ausgefiihrten Untersuchungen haben die Autoren (Kiilz, bau- 
mann, Mauthner, Loebisch, Suter, Brenziger u. a.) aus- 
schlieBlich ein Steinen oder Harn entstammendes Material be- 
nutzt. An der Hand der Literaturangaben lift sich wahrscheinlich 
machen (siehe im experimentellen Teil), daB bald Protein-, bald 
Steincystin oder ein Gemisch beider vorgelegen hat. Da nun 
vielleicht die Substanz mit der Struktur von Gabriels Isocystin 
im «Cystin» der alten Autoren vorliegt oder enthalten war, 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVI, 5. 180% (1904). 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 100 (1904). 
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empfichlt es sich wohl, die beiden Cystine nicht als normal- 
und iso- zu unterscheiden, sondern mit «Protein» und «Stein- 
cystine zu bezeichnen, wenn man keine rationelle Nomenklatur mit 
Bezug auf die Propionsiiure, Glycerinsiiure oder die Serine vorzieht. 


A. Proteincystin. 


Das fiir die folgenden Untersuchungen benutzte Cystin 
wurde durch kurzdauernde Hydrolyse von Menschenhaar ge- 
wounen: die Verarbeitung geschah nach Friedmanns!) An- 
gaben. Das Rohprodukt wurde in heibem Ammoniak gels! und 
warm mit Eisessig angesiiuert. Der auskristallisierende Anteil, 
dessen Abscheidung sofort beginnt, wurde noch dreimal der 
gieichen Behandlung unterworfen, dann abgesaugt, mit Wasser, 
AMlkohol und Ather ausgewaschen. Das Priiparat erwies sich 
bei mikroskopischer Untersuchung als vollig homogen, es bestand 
ausschlieblich aus sechseekigen Tiifelchen. 

Das Proteincystin besitzt keinen eigentlichen Schmelzpunkt: 
es sintert (im zugeschmolzenen RKohrchen) bet etwa 250° und 
zersetzt sich langsam von 258—261° an unter Dunkelfiirbung. 

Die spezifische Drehung der Substanz war 


= — 223,8° 
(a = — 4° 28',] = 2, = 1,002, 
d. h. es waren 00,2503 g in 25,0 cem HCl von der 


Dichte 1,124 gelost.) 
Zur Kontroile der Reinheit wurde eine Analyse der Substanz 
ausgelithrt: 


Q.1822 ¢ Substanz ergaben 0.3602 g BaSO, (= 0,0488 ¢ S) 


G1507 » > : 15.0 ecm N bei 12° und 762 mm 
O,1214 > lieferten 0.1329 CO, und 0,0559 ¢ H,0O. 

C = 29,91%o, H = 5,11%, N = 11,889, S = 26,83 


serechnet C.H,.N, 
30,00°70, H = 5,00"), N= 67 und S = 26,67°%%o. 
Bamberger?) hat frither angegeben, daf} Cystin aus 
menschlichem Harn bei Behandlung mit Monosulfopersiure ete. 


Ber.. Bd. XXXVI, 8. 713 (1903). 
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nicht die Hydroxamsiiurereaktion primiirer Amine zeigt. Genau 
so. verhielt’ sich unser Praparat, das also fret von der Bei- 
mischung einer Substanz mit der Gruppe R—CH,NH, war. 


Phenyleyanatverbindung des Proteineystins 
|— S— CH, — CH(COOH) — NH — CO — NHC,H,]. 


Diese sehr charakteristische Verbindung, die auch von 
Loewy und Neuberg!) schon zum Nachweis des Cystins be- 
niitzt ist, hat inzwischen A. J. Patten?) beschrieben, aber 
ebenso wie das durch Wasserabspaltung entstehende Hydantoin 
nicht ganz rein erhalten. Wir haben den Angaben dieses Autors 
nur hinzuzufiigen, 1. dah die Hydantoinsiiure bei 160° schmuilzt : 
2. wiirmt man die alkalische Losung vor dem Zusatz von Mineral- 
siiure schwach an, so fiillt die Verbindung nicht gelatinds, 
sondern in festen weifen Flocken aus, und die analytischen 
Daten sind vollkommen scharf. Kristallisiert erhall) man die 
Substanz am besten aus Aceton. 

01006 ¢ Substanz liefern 10,0 cem N bet 14° und 769 min 
» > ergaben 0.2779 ¢ CO, und 6,0654 H,O 
Gefunden: C = 50,02°o, H = 4,80%, N = 11,82°/o 
Berechnet fiir C,,H,,0,N,S,: G = 50,21°%o, H = 4,60%, N = 11,720 


Benzoylverbindung des Proteincystins 
[—S-CH, — CH- NH(COC,H,) — COOH], 


2,4 ¢ Cystin wurden in 20 ccm n-NaOH gelost und in der 
jetzt tiblichen Weise nach E. Fischer’) mit Natriumbikarbonat 
und tiberschiissigem Benzoylchlorid behandelt. Die beim An- 
siiuern ausfallende dicke weife Masse wurde im_ Exsikkator 
getrocknet und von der Benzoesiiure auf die von F. Ehrlich?) 
empfohlene Art durch Extraktion mit kaltem Benzol befreit. Durch 
Kristallisation aus 60°/oigem Alkohol erhilt man das zurtick- 
gebliebene Benzoyleystin in prachtvollen, dendritisch verzweigten 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 347 (1904). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 354 (1903). 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXII, S. 2454 (1899) und 
Bd. XXXIU, S. 2373 (1900). 

4) Ber. d. Deutsch. chem. Ges.. Bd. XXXVII, S. 1828 (1904). 
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Nadeln von genau dem gleichen Schmelzpunkt (180—181°), 
den auch Brenzinger!) einmal gefunden hat, wiihrend Bau- 
mann und Goldmann?) 156—158° angeben: diesen letzten 
Wert fanden wir fiir Benzoylsteincystin (s. S. 494). 

Die Zusammensetzung der Verbindung als Dibenzoylcystin 

(— S- CH, — CH- NH(COC,H,) — COOH], 

wurde durch die Analyse bestitigt. 

0.0092 ¢ Substanz ergaben 01945 CO, und 0.0396 H,O 

O12 
Berechnet fiir C,,H,,N,S,O,: C 53,60°/o, H = 4,50°o, N = 


2 ‘ ( 
Gefunden: CG = 53.50°9/o, H = 4,429, N = 


> > lieferten 7.2 cem N bei 188 und 757 mm 


Der Versuch, durch partielle Hydrolyse eine der beiden 
Benzovlgruppen abzuspalten, wie das bei den Dibenzoaten der 
Diaminosiiuren gelingt, fihrte nicht zum Ziel. Durch etwa 
l>stiindiges Erhitzen mit der 4fachen Menge HCl von 25°,» 
auf 120° tritt Abspaltung beider Benzoylreste ein: das nach 
dem Verdampfen der tiberschiissigen Salzsiiure durch Na-Acetat 
abgeschiedene Cystin ist zum Teil racemisiert. 


Quecksilberchloriddoppelsalz des Proteincysteins. 


2.4 ¢ reines Proteincystin wurden nach Baumanns Vor- 
schrift®) mit Zinn und Salzsiiure reduziert, die Losung des von 
der Hauptmenge der freien Salzsiiure durch Abdampfen befreiten 
Cysteins wurde mit einer gesiittigten Sublimatlisung im Uber- 
schub versetzt: es entsteht ein mikrokristallinischer Niederschlag, 
der erst mit Aceton, dann mit absolutem Ather ausgewaschen 
wird: Ausbeute ca. 9,0 g. Zur Analyse wurde die Substanz an 
der Luft getrocknet: hier nahm sie konstantes Gewicht an, 
wiihrend sie iiber konzentrierter H,SO, oder CaO dauernd leichter 
wurde, ohne daB Konstanz erzielt werden konnte. Beim Aus- 
waschen mit Wasser oder Alkohol an Stelle von Aceton werden 
keine reinen Verbindungen erhalten, offenbar weil die beiden 
erstgenannten Solventien HgCl, resp. HC] abspalten. Die Analyse 
ergab Zahlen, die mit grober Schiirfe auf die Forme! 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XVI. S. 532. 
2; Diese Zeitschrift, Bd. XII, S. 255. 
‘') Diese Zeitschrift. Bd. VUE, S. 230 (1883). 
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C,H, = 2C,H_NSO ++ 3HgCl, 
[CH, SHgC] — CH - NH, — COOH), HgCl, 


stimmen. 
0.8078 g Substanz lieferten 20,0 ¢em N bei 18° und 769 mm 
0.2209 » ergaben 0.0960 BaSO, (= 0,0128 ¢ 5) 
O,2479 » O1640 > HgS (<= 01414 g Hg) 
» » AgCl (= 0,0370 ¢ Cl) 


Berechnet fiir 
N = 2.67%, S = 6,070, Hg = 56,88%o, Cl = 20,20 
Gefunden: 

N = 292%, S == 5,84%o, Hg = 57,02%, Cl = 20,49%. 

Einen mit der angenommenen Formel genau tiberein- 
stimmenden Wert fiir Quecksilber hat jiingst EK. Erlenmeyegjun.!) 
fiir das Quecksilbersalz des inaktiven synthetischen Cysteins 
gefunden, wiihrend Brenzinger?) vor Jahren den Chlorgehalt 
fast 5°/o zu miedrig fand. 


Athylproteineystin 
CH, -SC,H, — CH. NH, — COOH. 
Diese Verbindung ist zuerst von Brenzinger?) aus dem 
Hg Cl,-Doppelsalz des Cysteins und Jodiithyl erhalten. Wir haben 
sie genau nach der Vorschrift’ dieses Autors dargestellt) und 
kOnnen seine Angaben vollstiindig bestiitigen. Wir fanden den 
Schmelzpunkt 228—230° (korr.) und 
[a], = — 25.99 
(q — 2°20, = 2, 45), 
wihrend Brenzinger die entsprechenden Daten 226 —228° 
und — 28° 18‘ angibt. 
0.1755 ¢ Substanz ergaben 14.9 cem N (bet 22° und 765 mm) 
Berechnet fiir C,H,,NSO,: N = 9,35 
Gefunden: N = 9,69). 


tein 
CH, S- CH,C,H,) — CH(NH,) — COOH. 


F. Suter®) verdanken wir den Nachweis, dal sich die 
Sulfhydrylgruppe durch Behandlung Benzylchlorid und 


Annalen d. Chemie, Bd. CCCXXXVIE, S. 261. 
Diese Zeitschrift, Bd. XX. S. 562. 
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hiufig benzylieren labt. Die Anwendung dieser Reaktion 
auf das Cystein!) ergab ihm bereits ein’ Benzylcystein§ vom 
Schmeizpunkt 215°. 

Aus 1 Mol. Cystein, 2,5 Mol. NaOil und °4 Mol. Benzyl- 
chlorid gewannen wir nach Suters Angaben ein Benzyleystein, 
das bet 226—228° (korr.) schmolz. 


0.3052 ¢ Substanz ergaben 03421 ¢ BaSO, 


» lieferten 9.9 N (bei 178 und 760 mm) 
Berechnet fiir C,,H,,NO,S: N = 6,63°%o, 5 = 15,16 °%/o 
Gefunden: N & 15,02 


Mit Suters Substanz ist diese Verbindung bei der Kuirze 
seiner Angaben kaum zu vergleichen, sie ist) wahrscheinlich 
von ihr verschieden. Sie besteht aus schneeweiben glanzenden 
Kristallblittchen, die in Alkalien leicht, schwerer in Mineral- 
situren ound nur wenig in’ Wasser loslich sind: aus der 
aikalischen Losing werden sie durch Essigsiiure gefillt. Beim 
Kochen mit starkem Alkali wird die Verbindung zersetzt, beim 
Mewitrmen mit Fehlingscher Losung  spaltet) sich Benzyl- 
mercauptidkupfer ab. 

B. Steincystin. 


Das zu den folgenden Versuchen benutzte Steincystin 
entstammt 2 honkrementen verschiedener Herkunft, einer Serie 
kleiner Steinchen vom Gesamtgewicht 2,938 g und 2 etwas 
eroberen (5,92 ¢), die zusammen 6,85 ¢ wogen. Die Steine 
wurden zerkleinert und mit) siedendem Ammoniak von 15°99 
extrahiert, wober bis auf einen unbedeutenden Rest alles in 
Losung ging. Im Gegensatz zum Proteincystin fallt das Tsomere 
he: Zusatz von Eisessig nicht aus, erst bei liingerem Stehen 
in der Kiilte erfolgt spairliche Abscheidung. Deshalb wurde die 
wmimoniakalische Losung auf dem Wasserbade bis zur Kristalli- 
sation eingeengt: nach 24stiindigem Stehen wurde der schwachi 
velbliche Niederschlag abgesaugt und mit kallem Wasser, Al- 
kohol und Ather ausgewaschen, wobei er rein weil wird. In 
der Mutterlauge- ist stets etwas Schwefelammonium nachzu- 
weisen. Bereits die erste Kristallisation labt unter dem Mikro- 


', Die Herkunft ist nicht angegeben. 
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skop ausschlieblich kleine Nédelchen erkennen, die vollig 
frei von sechseckigen Tafeln?) sind. Das Cystin wurde noch 
zweimal in der gleichen Weise umbkristallisiert: dabei ist) in 
den Mutterlangen stets wieder Ammoniumsulfid nachzuweisen : 
die Bildung desselben ist demnach auf eine resp. 
spaltung aus dem Steincystin zuriickzuftihren:; sie kann nicht 
bedingt sein durch die erwiihnte Beimengung von clementarem 
schwefel, da das Ammoniumsulfid auch bei den umkristallisicer- 
ten Praparaten immer wieder auftritt. 

Dieses nadelfOrmige Cystin kann dureh Impfen mit det 
sechseckigen Kristallen des Proteincystins nicht zur Wristalli- 
sation vebracht werden, vielmehr tritt eine andere selir bemer- 
kenswerte Erscheinung auf. Lost man je O.2Z0 g¢ Protem- und 
Steincystin zusammen 10 siedendem Ammoniak von 
15°%o und dampft ein, so kristallisieren trotz der geringeren 
Loslichkeit des Proteincystins nunmehr reine Nadeln aus, die 
sich unter dem Mikroskop als véllig einheitlich erweisen. Auch 
hei Zusatz einer geringeren Menge von Proteincystin kann man 
die sechseckigen Pliittchen des letzleren giinzlich zum Ver- 
sechwinden bringen. 

Ks liegt demnach ein typischer Fall der Bildung von 
Mischkristallen vor, wie es bei derartigen [someren nicht 
selten ist; es sel nur an die besonders eingehend von 
W. Marckwald und Me. Kenezie?) studierten Verhiiltnisse 
bei Mischkristallen zahlreicher Derivate von Géarungsamylalkoho! 


( 
(CH, ), -CH — CH, — CH,OM und d-Amylalkohol >CH — CH,OH 
CH,” 
erinnert. Speziell bei den EiweiSspaitungsprodukten sind solchie 
relativ hiiufig, hier kristallisieren auch Nichtisomere ip 
unentwirrbaren Mischkristallen. Solche Fiille hat zuerst’ Emi! 


Fischer) beim Leuein und der Aminovaleriansiiure und anderen 


1) Reines Proteincystin, das statt durch Fallung mit Eisessig dure! 
Findampfen der ammoniakalischen Lésung gewonnen ist, behiilt dic 
typische Sechseckform bei. 

Ber. d. Deutsch. chem. Ges.. Bd. XXXIV, S. 479, 485; Bd. XNAVIIL, 
S. 1038. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. AXNXII, S. 162, 415 (1901 
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NaOH hiiufig benzylieren labt. Die Anwendung dieser Reaktion 
auf das Cystein!) ergab ihm bereits ein Benzylcystein) vom 
Schme!izpunkt 215°, 

Aus 1 Mol. Cystein, 2,5 Mol. und Mol. Benzyl- 
chlorid gewannen wir nach Suters Angaben ein Benzyleystein, 
das bei 226—228° (korr.) schmolz. 


0.3032 ¢ Substanz ergaben 0.5421 ¢ BasSO, 


O.1692 » > lieferten 9,9 cem N (bei 17° und 760 mm) 
Berechnet fiir C,,H,,NOS: N = 6,63°%o, S = 15,16 %o 
Gefunden: N = 6,83°%o, S 135,02 %/o. 


Mit Suters Substanz ist diese Verbindung bei der Wiirze 
seiner Angaben kaum zu vergleichen, sie ist) wahrscheinlich 
von ihr verschieden. Sie besteht aus schneeweilben elanzenden 
Kristallblittchen, die in Alkalien leicht, schwerer in Mineral- 
situren und nur wenig in’ Wasser loslich sind: aus der 
aikalischen Losung werden sie durch Essigsiiure gefiillt. Beim 
Kochen mit starkem Alkali wird die Verbindung zersetzt, beim 
Krwitrmen mit Fehlingscher Losung  spaltet sich Benzyl- 
mercaptidkupfer ab. 


B. Steincystin. 


Das zu den folgenden Versuchen benutzte Steincystin 
entstammit 2 honkrementen verschiedener Herkunft, einer Serie 
kleiner Steinchen vom Gesamtgewicht 2,93 und etwas 
eroberen (3,92 die zusammen 6,85 wogen. Die Steine 
wurden zerkleinert und mit siedendem Ammoniak von 15°, o 
extrahiert, wobei bis auf einen unbedeutenden Rest alles in 
Losung ging. Im Gegensatz zum Proteincystin fillt das Isomere 
bet Zusatz von Eisessig nicht aus, erst bei lingerem Stehen 
in der WKiilte erfolgt sparliche Abscheidung. Deshalb wurde die 
wmmontiakalische Losung auf dem Wasserbade bis zur Kristalli- 
sation eingeengt: nach 24stiindigem Stehen wurde der schwach 
velbliche Niederschlag abgesaugt und mit kallem Wasser, Al- 
kohol und Ather ausgewaschen, wobei er rein weil wird. In 
der Mutterlauge ist stets etwas Schwefelammonium nachzu- 
weisen. bereits die erste Kristallisation labt unter dem Mikro- 


‘; Die Herkunft ist nicht angegeben. 


4 


Uber Cystein. IL. 


skop ausschheblich kleine Nédelchen erkennen, die vollig 
frei von sechseckigen Tafeln!) sind. Das Cystin wurde noch 
zweimal in der gleichen Weise umkristallisiert: dabei ist) in 
den Mutterlangen stets wieder Ammoniumsulfid nachzuweisen 
die Bildung desselben ist demnach auf eine S-, resp. HS-Ab- 
spaltung aus dem Steincystin zuriickzuftihren:; sie kann nicht 
bedingt sein durch die erwiihnte Beimengung von clementarem 
Schwefel, da das Ammoniumsullid auch bei den umkristallisier- 
ten Priiparaten immer wieder auftritt. 

Dieses nadelfOrmige Cystin kann dureh Impfen mit den 
sechseckigen Kristallen des Proteineystins nicht zur Kristalli- 
sation gebracht werden, vielmehr tritt eine andere sehr bemer- 
kenswerte Erscheinung auf Lost man je 0,20 ¢@ Protein- und 
Steincystin zusammen 10 siedendem Ammoniak von 
und dampft ein, kristallisieren trotz der geringeren 
Loslichkeit des Proteineystins nunmehr reine Nadeln aus, die 
sich unter dem Mikroskop als véllig einheitlich erweisen. Auch 
hei Zusatz einer geringeren Menge von Proteincystin kann man 
die sechseckigen Plittchen des letzteren e@inzlich zum Ver- 
sehwinden bringen. 

Ks liegt demnach ein typischer Fall der Bildung von 
Mischkristallen vor, wie es bei derartigen Isomeren nicht 
selten ist: es set nur an die besonders eingehend von 
W. Marckwald und Me. Kenezie?) studierten Verhiltnisse 
bei Mischkristallen zahlreicher Derivate von Gérungsamylalkoho! 


CH. 
(CH,),CH — CH, — CH,OH und d-Amylalkohol SCH CH,OH 


erinnert. Speziell bei den Eiweifspaitungsprodukten sind solche 
Fille relativ hiiufig, hier kristallisieren auch Nichtisomere ip 
unentwirrbaren Mischkristallen. Solche Fiille hat zuerst: 
Fischer?) beim Leucin und der Aminovaleriansiiure und anderen 


') Reines Proteineystin, das statt durch Fiillung mit Fisessig durch 
Eindampfen der ammoniakalischen Losung gewonnen ist, behiéilt) dic 
typische Sechseckform bei. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIV, S. 479, 485; Bd. NNAVIL, 
S. 1038. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 162, 415 (1901 
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Aminosiuren beobachtet, dann F. Ehrlich!) beim 
und Leucin beschrieben, und erst jiingst hat Zd. WH. Skraup?) 
beim Glykokoll und der Diaminoglutarsiiure eine besonders aus- 
vebildete Fahigkeit zur Bildung einer Doppelverbindung nach- 
cewlesen. Diesen analog verhalten sich also Stein- und Pro- 
teincystin, 

Diese Bildung von Misehkristallen findet statt zwischen 
den aktiven Formen des Protein- und Steincystins: wir 
haben sie nicht bei r- und d-Proteincystin beobachtet. Man 
kann also die Sechseckform des aktiven Eiweibcystins neben 
der Nadelform des zugehorigen Racemkorpers erkennen, ein 
Verhalten, das die beurteilung der komplizierten Verhiiltnisse 
erleichtert. 

Natiirlich hat auch die Bildung von Mischkristallen zwischen 
den beiden isomeren aktiven Formen ihre Grenze, denn mischt 
man zu ¢ Proteincystin den zehnten Teil Steineystin, 
in Ammoniak und lift) vollstiindig auskristallisieren, so zeigt 
das mikroskopische Bild ein Gemenge von Nadeln und sechs- 
eckigen Titfelchen. 

Durch wiederholte) Fiillune aus der ammoniakalischen 
Losung durch Eisessig kann man aus emem solchen Gemenge 
von wenlg Steincystin mit) tberwiegend Proteincystin einen 
Teil des letzteren rein erhalten, da die Mischverbindung in der 
Ammoniumacetatlauge l6slicher ist. 

Der Schmelzpankt des Steincystins hegt ca. 70° niedriger 
als der Zersetzungspunkt des Proteincystins: bei 190—192° 
<chmilzt die Verbindung unter deutlichem Aufschiitumen und 
einige Grade hoher findet lebhafte Gasentwicklung statt. 

Die spezifische Drehung der Substanz ist 

= — 206,1° 
(a = — 3° 58’, 1 = 2,0, c = 0,9616) 


do ho es waren 0.2404 @ Steincystin in 25 com HCl spe- 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVI, S. 1809 (1904). 
Monatshefte f. Chemie, Bd. XXVI, S. 259 (1905). 
Fast denselben Wert hat seinerzeit J. Mauthner (Diese Zeit- 
schrift, Bd. VID, S. 225) fiir «Cystine gefunden, worauf besonders hin- 
cewlesen sei: Mauthner gibt [a]p — 200.9° an. 


wee 
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zifischen Gewicht 1,124 gelost). Die Analyse ergab folgende 
Zahlen : 


0.0962 g Substanz lieferten 9.9 cem N bet (7° und 761 mm 


O.1122 > > ergaben 0.2266 basO, (== 0,0303 ¢ 5) 
OL859 >» lieferten 0.2060 CO, und 0.0889 ¢ H,O. 
Berechnet fiir (CsH,NSO,),: 

C = 29,98°%, H = 5,00°o, N 11,68°)o, S 26,6720, 


Gefunden: 

== 30.21%, H = 5,30°o, N = 11,94%o, S = 27,00%. 

Behandelt man eine kleine Menge Steineystin in der von 
Bamberger angegebenen Weise mit Caroschem Reagens ete., 
so erhalt man einen positiven Ausfall der Hydroxamsiiure- 
reaktion. 

Durch Erhitzen mit HCl vom spezifischen Gewicht 1,124 
im Rohr auf 165° wird Steincystin ebenso wie Proteincystin 
(siehe die folgende Mitteilung) racemisiert. Zu dem Versuch 
dienten 0,5 g aktives Steincystin; sie wurden mit 12 ccm der 
Salzsiiture 14 Stunden lang auf ca. 165° erhitzt. Das Rohr 
Offnet sich unter geringem Druck, wobei ein) mercaptanartig 
riechendes und mit blaulicher Flamme brennendes Gas aus- 
stromt. Der Rodhreninhalt hatte sich gelbbraun gefiirbt: er 
wurde auf das 3fache verdiinnt, mm der Siedehitze mit Tier- 
kohle entfiirbt und auf dem Wasserbade aul etwa 16 ccm ein- 
geengt: die weitere Konzentration geschah im Vacuumexsikkator 
itber Atzkalk und konzentrierter Schwefelsiiure. Es hinterbleibt 
das Chlorhvdrat des r-Steincystins strahlig-kristal- 
linische Masse: es wurde nicht weiter untersucht, sondern mit 
Ammoniak bis zur alkalischen Reaktion versetzt. Die entstandene 
Losung wurde dann bei gewohnlicher Temperatur verdunsten 
gelassen. Der Riiekstand wurde mit kaltem Wasser angerihrt, 
abgesaugt und noch einmal aus Ammoniak umgelost. Man ge- 
winnt so das racemische Steincystin als weibes, amorphes 
Pulver. Die erhaltene Menge war nur gering, sie betrug 0,1830 g 
und diente zu einer Stickstoffbestimmung. 

0.1233 g¢ Substanz ergaben 12,9 ccm N bei 19° und 760 min 

Berechnet fiir (C,H,NSO,),: N = 11,68 °%o 
Gefunden: N = 12,00 °%o. 
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Weiter wurde nur festgestellt, da dieses amorphe race- 
mische Steincystin durch die nadelfOrmigen Kristalle des race- 
mischen Proteincystins nicht zur Kristallisation angeregt wird. 


Phenylcyanatverbindung des Steincystins. 
COOH — — 2H, — — 


| 
COOH — CH-S — CH, - NH — CO — NHC,H, 


0,6 g Steincystin wurden in 5,0 com n-NaOH gelést, mit 
10 com verdiinnt und mit 0,75 g Phenyleyanat in bekannter 
Weise geschiittelt. Nach 2 Stunden wurde abfiltriert und mit 
HC! angesiiuert, das ausgeschiedene Reaktionsprodukt wurde 
nach zweistiindigem Stehen abgesaugt und aus verdiinntem 
Alkohol umkristallisiert. Nach dem Trocknen bildet es eine 
farblose mikrokristallinische Masse vom Schmelzpunkt 170—172 ° 
(korr.); beim Liegen am Licht farbt sie sich schwach rosa. 

Durch Kochen mit Salzsiure haben wir keine Anhydri- 
sierung dieser Hydantoinsiiture zum Phenylhydantoin  erzielen 
kOnnen. 

0.1258 Substanz ergaben 0,2308 ¢ CO, und 0,0499 g H,0. 

Berechnet fiir (C,,H,,0O,N,5),: GC = 50,21°o, H = 4,60% 

Gefunden: C = 50,00°%o, H = 4,39 °%o. 


Benzoylverbindung des Steincystins. 
COOH — CH,-S — CH, NH- COC,H, 


| 
COOH — CH, -S — CH, - NH- COC,H, 


0,4 g Steincystin wurden in der bei dem [someren an- 
gegebenen Weise mit Natriumbikarbonat und Benzoylchlorid ete. 
behandelt. Das aus verdiinntem Alkohol umkristallisierte Benzoat 
schmolz 24° niedriger als Benzoylproteincystin, bei 156—158° 
(korr. 157--159°). Bemerkenswert ist, Goldmann und 
Baumann!) im Jahre 1888 den gleichen Schmelzpunkt ftir ein 
ebenfalls aus Steinen gewonnenes Cystinbenzoat gefunden haben. 

Nach der Analyse liegt das Dibenzoat vor. 

0,1109 g Substanz ergaben 0.2164 ¢ CO, und 0,0471 g H,0. 

Berechnet fiir (C,,H,O,NS),: GC = 53,60°/o, H = 4,50%o 

Gefunden: C = 63,33°%o, H = 4,71°%o. 


') Diese Zeitschrift, Bd. NIL 5. 255. 
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Quecksilbersalz des Steincystins. 

0,30 g Steincystin wurden in etwa 5 cem Wasser sus- 
pendiert und aus der Birette mit genau 2,5 cem n-NaOH ver- 
setzt, worauf beim Umrihren klare Losung erfolgte. Hierzu 
wurde im Uberschuf eine kalt bereitete konzentrierte Lisung 
von Mercuriacetat gefiigt. Der sich zu Boden senkende schwere 
weife Niederschlag wurde nach kurzem Stehen abgesaugt und 
mit kaltem Wasser, Alkohol und Ather ausgewaschen. Beim 
Trocknen verfirbte sich die Verbindung selbst im Vacuum, 
bevor Gewichtskonstanz eintrat, indem sie zuerst rétlich, dann 
schwarzbraun wird. Auch bei Anwendung von konzentrierter 
Sublimatl6sung wurde kein bestiandigeres Produkt erhalten. 

Das fast trockene Produkt enthielt im ersten Falle 67°/o Hg, 
im letzten ca. 48,5°/o0 Hg. 


Quecksilberchloriddoppelsalz des Steincysteins. 

0.4 ¢ Steincystein wurden mit Zinn- und Salzséure redu- 
ziert, wobei eine deutliche Entwickelung von Schwefelwasser- 
stoff stattlindet. Nach Ausfaillung des gelésten Zinns mit H,S 
wurde die Fliissigkeit durch Abdampfen auf dem Wasserbade 
moglichst von der tiberschiissigen Salzsiiure befreit und mit 
konzentrierter Sublimatl6sung ausgefiillt. Der schwere weibe 
Niederschlag wird nach einigen Stunden abgesaugt, mit Aceton 
und schlieBlich mit absolutem Ather ausgewaschen. Beim 
Trocknen an der Luft, wie im Vacuum iiber konzentrierter 
H,SO, behalt er seine Farbe und nimmt konstantes Gewicht an. 

Die Ausbeute betrug ca. 1.91 g. 

Il. 0.4162 g Substanz ergaben 0,3236 g Hgs') 

I]. O,7494 » > > 0.3200 » BaSO, und 0.3720 ¢ 

Ill. Das Filtrat von | wurde eingeengt und dann darin nach Kjel- 

dahl der N bestimmt; verbraucht: 
74 com 10-H,SO, = 0.0104 g N. 
Gefunden: 
Hg = 67,02%o, N = 2.50%, S = 5.68%, Cl = 12.41%. 
Diese Werte stimmen am besten mit der Formel 


') Die Quecksilberverbindung wurde unter schwachem Erwarmen 
in sehr verdiinnter HCl] gelést und dann nach gehoriger Verdiinnung 
mit H,S erst in der Kilte, dann auf dem Wasserbad behandelt. Das 
Filtrat vom Quecksilbersulfid diente zur N-Bestimmung nach Kjeldahl. 
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(,H,NSO,Hg,Cl, = CH, — NH, —CH-S—COO - HgCl, 
[vielleicht auch = CH,NH, — CH- S(HgCl) — COO(HgC))] 
liberein, die folgende Zahlen verlangt: 

Hg = 67.80%s, N = 2.37%, S = 5.43%, Cl = 12,03%o. 

Athylsteincystein. 
CH,NH, — CH - SC,H, — COOH. 

Obgleich die Quecksilberverbindung des Steincysteins nach 
anderem Typus gebaut ist, als das entsprechende Derivat des 
Proteincysteins, setzt sie sich doch in analoger Weise mit Jod- 
athyl um, offenbar weil auch hier das in betracht kommende 
Schwefelatom direkt mit dem zum doppelten Umsatz befihigten 
Quecksilberrest verbunden ist. 

Zu dem Versuch dienten 3,85 g¢ Cysteinquecksilberver- 
bindung (entsprechend 0,825 g Steincystin; dieselben wurden 
mit 20 ccm absolutem Athylalkohol und 12 g Jodiithyl zwei 
Stunden am Riickflubkiihler zu gelindem Sieden erhitzt, wobei 
bis auf einen minimalen Rest alles in LoOsung ging. Die gelb- 
liche Fliissigkeit wurde sodann mit dem doppelten Volumen 
heiben Wassers versetzt und durch Einleiten von Wasserdampf 
von Alkohol wie tiberschiissigem Jodathyl befreit. Die Losung 
wurde dann yom ausgeschiedenen Mercurijodid abfiltriert, mit 
Schwefelwasserstolf entquecksilbert. Beim Verdampfen des 
mit NH, neutralisierten Filtrates hinterbleibt ein Kristallbrei, 
der nach zweitiigigem Stehen mit kaltem Wasser angeriihrt, 
abgesaugt und aus heifem Wasser umkristallisiert wurde, farb- 
lose Blattehen vom Schmelzpunkt 164—166°. Die Ausbeute 
betrug 0,277 g. 

0.1652 ¢g Substanz ergaben 13,2 ccm N bei 15° und 747 mm. 
serechnet fiir C,H,,NO,S: N = 9,39°/o 
Gefunden: N =< 9,22°%,o. 


Benzylsteineystein. 
CH, - NH— CH - SCH,C,H, — COOH. 

0,360 g Steincystin wurden reduziert; die Losung des ent- 
stehenden Chlorhydrates wurde dann nach Suters Angaben (I. ¢.) 
benzyliert. Das Reaktionsprodukt stimmt in seinen Eigenschaften 
und auch im Schmelzpunkt {wir fanden 213° (korr.), wihrend 


or 
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Suter 215° angibt| vollstaéndig mit Suters Angaben wberein; 
letazterer hat seiner Zeit ja auch ein Cystin aus Steinen benutzt. 
0,1043 g Substanz ergaben 6,4 ccm N bei 23° und 762 mm 
Berechnet fiir C,H,,NO,S: N == 6,632 0 
Gefunden: N = 6,92%. 

Schlieblich haben wir noch untersucht, ob Steincystin 
sich bei Behandlung mit Wasserstoffsuperoxyd etwa anders 
verhiilt als Proteincystin. Spiegel!) hat nachgewiesen, dab 
in ammoniakalischer Loésung «Cystin» durch konzentriertes 
Hydroperoxyd zu unterschwefliger Siure oxydiert wird. 
Wie friiher erwithnt ist, bestand das seiner Zeit benutzte Material 
nach der uns von Herrn Dr. Spiegel freundlichst zur Ver- 
fiigung gestellten Probe aus einem Gemisch von Stein- und 
Proteincystin, und es war modglich, dab die Isomeren sich ver- 
schieden verhalten wiirden. 

Wir behandelten deshalb je 0,5 g der beiden Cystine gelist 
in je 10 cem Ammoniak von 12,5°%/o, mit der doppelt so groBen 
Menge 100 volumprozentigen H,O,, als sich nach der Gleichung 

C,H,,N.S,0, + 13,0, = 15H,0 +6C0, + (NH,),8,0, 
berechnet. 

Die Oxydation nahmen wir nach Spiegel bei Zimmer- 
lemperatur vor und engten nach dem Aufhodren der Gas- 
entwicklung auf dem Wasserbade zum diinnen Sirup ein. Beide 
Proben wurden dann nach KE. Salkowskis?) Methode am ab- 
steigenden Kiihler der Destillation mit HCl unterworfen: bei 
beiden trat in gleicher Weise der Belag von elementarem Schwefel 
im Kiihlrohr auf. Durch die von Salkowski weiter empfohlene 
Kontrolle, Losen in Chloroform, Kristallisation und Brennbar- 
keit, wurde der Schwefel und damit das Vorliegen des Am- 
moniumhyposulfits besonders nachgewiesen. 

Die im Stoffwechsel auftretende unterschweflige Saure, 
als deren Quelle J. Wohlgemuth?*) das Cystin erkannt hat, 
kann daher aus beiden Isomeren entstehen. 

') Virchows Archiv, Bd. CLXVI, S. 369 (1901). 

*) E. Salkowski, Pfliigers Archiv, Bd. XXXIX, S. 213. 


J. Wohlgemuth, Diese Zeitschrift, Bd. XL, 8. 81 und Bd. XLII, 
S. 469. 
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Uber d-, I- und r-Proteincystin. ') 
Von 


Carl Neuberg-Berlin und Paul Mayer-Karlsbad. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18, April 1905.) 


Bei der Existenz zweier natiirlicher isomeren Cystine 
schien uns eine genaue Kenntnis der Cystinsalze und der 
optischen Antipoden sowie der inaktiven Formen beider 
von Wichtigkeit. Wir haben diesbeziigliche Untersuchungen 
bisher nur mit dem leichter zuganglichen Proteincystin aus- 
fiihren kOnnen und berichten dariiber im folgenden. 


I. 


Was zunichst die salzartigen Verbindungen des Cystins 
betrifft, so bieten dieselben auch ein analytisches Interesse, da 
sie vielfach zur Isolierung und Bestimmung des Cystins dienen, 
die noch immer in nicht vollig befriedigender Weise moglich ist. 

Die sorgfiltigsten Untersuchungen iiber die Zusammen- 
setzung von Cystinsalzen liegen von J. Mauthner?) vor. 

Das Cystin gehort nun zu den Substanzen, die verschiedene 
Reihen von Salzen zu bilden vermégen. Abgesehen davon, 
dafi Cystin als Aminoséiure mit Saéuren wie Basen in Reaktion 
tritt, sind von den Metallverbindungen theoretisch 3 Typen 
moglich. 

1. Normale Salze an der Carboxylgruppe von der Form 

(CH, — CH- NH, — COOM -),. 
2. Amidverbindungen, entstanden durch Substitution 


eines Amidwasserstoffs durch Metall oder einen Salzrest MX, 


') Vorgetragen in der Sitzung der Deutsch. chem. Ges. zu Berlin 
am 25. Mai 1903. 
*) Zeitschrift f. Biologie, Bd. XLII, S. 176 (1901). 
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z. B. -HgCl., oder Anlagerung eines Salzes an dieselbe, wie 
Bildung eines Argentonitrates, Mercurichlorides ete. : 
[(—S- CH, — CH - NH(M) — COOH], oder 


[—S— CH, — CH - NH MCN — COOH), oder 
[—S- CH, — CH - NH,(MX) — COOH},. 

3. Schwefelverbindungen, die durch Additionen von 
Schwermetallsalzen an die Disulfidgruppe gebildet werden, wie 
das bei den einfachen Disulfiden, Sulfiden und Mercaptanen der 
Fall ist. 

Natiirlich sind auch gemischte Typen modglich, und ab- 
gesehen vom normalen Kupfersalz gehoren die bisher bekannten 
Verbindungen der gemischten Gruppe 1 und 2 an. 

So ist die von Mauthner  beschriebene Verbindung 
HgCl, wohl als 

S — CH, — CH - NH(HgCl) — COO. 


S— CH, — CH - NH(HgCl) — COO 
das Salz (C,H,,HgN,S,0,),-- HgCl, wohl als 
COOH — CH- NH, — CH, — S$ — S$ — CH, — CH - NH(HgCl) — COO, 


COOH — CH NH, — CH, — S—S— CH, — CH- NH(HgCl) — 


und die Verbindung (C,H,Hg.N,5,0,). - Hg(NO,), wohl als 


COO — CH - NH— CH, — S— S— CH, — CH - NH(HgNO,) COO 
SHg 
COO — CH CH, — S—S— CH, — CH- NH(HgNO,)- COO 


oder entsprechend 

Die normalen Salze des Cystins sind bisher nicht erhiilt- 
lich gewesen. Man gewinnt sie leicht, indem man durch Lésen 
von Cystin in der berechneten Menge n-NaOH zuniichst die 
Verbindung 

CH SH — CH - NH, — COONa 
darstellt, die dann durch doppelte Umsetzung die gewiinschten 
Salze ergibt. In praxi verfihrt man so, man etwas 
mehr als 1 Mol. (2,5 statt 2,4 g) Cystin in etwa 10—20 ecm 
destilliertem Wasser suspendiert, 20 cem n-NaOH zufiigt und 
in der Kalte kurze Zeit schiittelt. Man filtriert dann die al- 
kalische Losung von dem kleinen Rest unangegriffenen Cystins 
ab und versetzt sofort mit einem Uberschuf des betreffenden 
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Metallsalzes. Sofort fallen in quantitativer Ausbeute die normalen 
Cystinsalze aus, die nach dem Auswaschen sogleich rein sind, 

Auf diesem Wege haben wir das Silber-, Quecksilber-, 
Blei- und Cadmiumsalz neu dargestellt. Auch mit Eisen-, 
Chrom-, Zinn- und Zinksalzen entstehen Niederschliige, die sehr 
voluminOs sind und nicht weiter untersucht wurden; dagegen 
haben wir auf diesem Wege sehr bequem das schon friiher 
von Morner,') Embden?) und Mauthner?) auf andere Weise 
dargestellte Cystinkupfer erhalten. 

Dab die normalen Cystinsalze bisher nicht in reinem Zu- 
stande bekannt waren, liegt daran, dai ihre Darstellung friiher 
zumeist in saurer LOsung versucht ist, wo die Neigung zur 
Bildung der Additionsprodukte an der Amidgruppe und von 
gemischten Verbindungen vorwaltet. 

Durch Behandlung in wiisseriger Suspension |aBt sich aus 
den erwiihnten Metallsalzen das Cystin regenerieren.  Dabei 
konnten wir in allen Fiillen den interessanten, schon aus dem 
Jahre 1892 datierenden Befund von J. Mauthner?*) bestatigen, 
dai dabei ein betriichtlicher Teil des Cystins durch den Schwefel- 
wasserstoff zu Cystein reduziert wird, eine Beobachtung, die 
spiiter auch Mérner®) und Patten®) gemacht haben. 

Das Cystin, das zu diesen Versuchen gedient hat, war 
durch Hydrolyse von Menschenhaar gewonnen und mehrfach aus 
ammoniakalischer LOsung durch Essigsiure gefallt; mikroskopisch 
erwies es sich als einheitlich, indem es ausschlieBlich aus 
sechseckigen Tiifelehen bestand. 


Cystinsilber 
[— S- CH, — CHNH, — COOAg].,. 


wird in der angegebenen Weise aus der Losung von 1,2 g 
Cystin in 10,0 cem n-NaOH durch wiisseriges Silbernitrat gefallt. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 603 (1899). 
?) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, 5. 99 (1901). 
1. S. ff. (2908). 

4) ]. c. S. 184 (1901). 

5) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, 8. 287 (1902). 
6) Diese Zeitschrift. Bd. XXXIX, S. 350 (1903). 
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Es wird erst mit Wasser, dann mit Alkohol und Ather aus- 

gewaschen. Weifes Pulver, das beim Aufbewahren im dunklen 

GefaB tagelang farblos bleibt. Uberschiissige Lauge zersetzt 

das Salz. 

0.1428 ¢ Substanz verbrauchten 6,4 ccm ®/10-H,SO, = 0,0090 ¢ N 

0.1870 » wurden vergliiht und dann nach der Lésung in ver- 
diinnter Salpetersiiure nach Volhard titriert; verbraucht 8,3 cem 
Nio-Rhodanlésung == 0,0896 Ag. 

Berechnet fiir (C,H,NSO,Ag),: N = 6,17°/0; Ag == 47,589) 
Gefunden: N = 6,30%; Ag = 47,93%. 
Cystinquecksilber 
(—S- CH, — CH - NH, —CO0),Heg 
entsteht analog dem Silbersalz durch Fiillung mit kalt bereiteter 
Mercuriacetatlésung. Blendend weiber, schwerer Niederschlag, 
der mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen und im Vacuum 
getrocknet wird: iiberschiissige Natronlauge spaltet Quecksilber- 

oxyd ab. 
0.3743 g Substanz ergaben 0.1995 @ HgS 0,1720 ¢ He 


Berechnet fiir C,H,,N,S,O,Hg: Hg = 43,66°/o 
Gefunden: Hg = 45,98°%0. 


Cystinblei 
(—S- CH, —CH- NH, — COO), Pb 
aus 1 Mol. Cystin, 2 Mol. NaOH und iiberschiissigem normalen 
Bleiacetat. Weifes Pulver, das nach dem Auswaschen und 
Trocknen wochenlang sich unveriindert hilt. Uberschiissige 
Lauge list die Verbindung klar auf, beim Erwarmen wird 
Schwefelblei abgespalten. Durch Bleiessig wird aus alkalischer 
Losung ein allem Anscheine nach Pb-reicheres Salz gefiillt, das 
aber nicht rein erhalten wurde. 
0.2712 g¢ Substanz ergaben 0,1868 PbSO, == 01275 ¢ Ph 
Berechnet fiir C,H,)N,S,O,Pb: Pb = 46,4490 
Gefunden: Ph = 47,02°%o. 


Cystincadmium 
[—S-CH, — CH - NH, —COO}],Cd 
entsteht analog dem Bleisalz bei Verwendung von Cadmium- 


sulfat. Es ist léslich in Ammoniak und gibt beim Erwarmen 
hiermit langsam Cadmiumsulfid ab. 
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3058 g Substanz ergaben 0,1278 g CdS = 0,0994 g Cd 
Berechnet fiir C,H,,N,S,0,Cd: Cd = 32,00°/o 
Gefunden: Cd = 32,46°/o. 


Cystinkupfer 
[—S- CH, — CH- NH, — CO0},Cu 
aus alkalischer Cystinlésung durch iiberschiissiges Kupfersulfat. 
Es fiillt meist amorph aus und ist dann dunkelblau gefarbt. 
Aus der Losung in kaltem Ammoniak kann es durch sofortiges 
Ausfallen mit Essigsaure unverdndert wieder gewonnen werden, 
und zwar kristallisiert es hierbei in den bekannten blafblauen, 


schimmernden, zu Kugeln vereinigten Nadelbiischeln. 
0.1838 g Substanz ergaben 0,0486 g CuO 
Berechnet fiir C,H,,N,S,0,Cu: Cu = 21,02°%o 
Gefunden: Cu = 21,22°%/0. 


I. 


Die Isolierung des Cystins in Form von Metallsalzen ist 
von jeher iiblich gewesen. Bei Eiweibkérpern, die wie die 
Hornsubstanz sehr reichlich Cystin bei der Aufspaltung ergeben, 
ist die direkte Darstellung der Aminosiiure mdglich: bei den 
Proteinstoffen aber, die bedeutend schwefelirmer sind, ist 
das Verfahren der Abscheidung in Substanz hinsichtlich der 
Ausbeute wenig befriedigend. Deshalb ist die Fallung als 
Metallsalz, namentlich als Quecksilberverbindung wiederholt 
herangezogen, so von MoOrner, Embden, Friedmann!) und 
inzwischen auch von Riza?) und Patten:3) die drei erst- 
genannten Autoren verwandten Quecksilberchlorid, Quecksilber- 
acetat oder HgCl, ++ Natriumacetat, Riza und Patten Mercuri- 
sulfat. Nun muf die Abscheidung des Cystins aus dem Gemisch 
der hydrolytischen Spaltungsprodukte der EiweiBkorper stets in 
saurer Losung erfolgen, da bei neutraler oder alkalischer Reaktion 
fast alle Aminosiiuren mit Quecksilbersalzen Niederschlage geben. 
Bei saurer Reaktion iiberwiegt aber, wie erwahnt, beim Cystin die 
Neigung zur Bildung von Additionsprodukten an der Amidgruppe, 
die Siurereste enthalten. Dementsprechend liefern diese Fall- 

1) Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol., Bd. ITI, S. 186 (1902). 


2) Bull. Soc. Chim., Paris [5], Bd. XXIX, S. 249 (1903). 
5) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 352 (1903). 
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ungen bei der Zerlegung mittels Schwefelwasserstoff in das Filtrat 
vom Quecksilbersulfit stets neben Cystin, resp. dem durch Reduktion 
entstandenem Cystein, die Siiure des zur Abscheidung beniitzten 
Quecksilbersalzes. Der Gehalt an dieser ist nun durchaus nicht 
gleichgiiltig fiir die schlieBliche Abscheidung des Cystins, indem 
sie entfernt oder neutralisiert werden mul. 

Wir haben einige Versuche dariiber angestellt, welches Queck- 
silbersalz am vorteilhaftesten zur Fallung aus seiner Losung dient. 

a) 1,2 g Cystin wurden in 100 com n—NaOH geloést, auf 
75,0 ccm verdiinnt und mit 12,0 cem n—H,SO, angesiiuert. Bei 
dieser Konzentration bleibt das Cystin in Losung und wurde 
mit Mercurisulfatlosung, bereitet nach Hopkins und Cole, ') 
gefallt. Nach 24 Stunden wurde der Niederschlag abfiltriert, mit 
kaltem Wasser ausgewaschen und dann in wasseriger Suspension 
durch H,S zerlegt. Das Filtrat vom Schwefelquecksilber wurde 
durch Barytwasser genau von der vorhandenen H,SO, befreit, 
dann langsam auf dem Wasserbade eingeengt und nach vier- 


tagigem Stehen an der Luft — (um das Cystein in Cystin 
iiberzufiihren) — mit wenig Wasser angerihrt. Das aus- 


kristallisierte Cystin wurde auf einem Goochtiegel abgesaugt und 
gewogen. 

Wiedergefunden wurden 0,84 g Cystin. 

b) Dieselbe Cystinmenge diente zu einem ebenso aus- 
gefiihrten Versuch, wo die H,SO, durch 12 ccm n—HCI ersetzt 
wurde. Die Fiallung geschah durch eine gesiittigte LOsung von 
Mercurichlorid. Die im Filtrat schlieflich vorhandene freie 
Salzsdure wurde mit NH, neutralisiert. 

Wiedergefunden wurden 0,68 g Cystin 

c) Bei analoger Anstellung des Versuches mit Essigsiure 
und Faéllung durch Mercuriacetat wurden, ohne dali die im 
Filtrat vorhandene Essigsiiure neutralisiert oder entfernt wurde, 
1.08 g Cystin zuriickgewonnen. 

Daraus folgt, daB Mercuriacetat die besten Resultate bei 
der Abscheidung des Cystins liefert. Besonders bemerkt sei, 
dai Quecksilberacetat hierbei nicht durch die entsprechenden 
Mengen Sublimat und essigsaures Natrium ersetzt werden kann; 


1) Journal of Physiology. Bd. XXVIJ, S. 418 (1902). 
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denn bei deren Verwendung findet man die Quecksilberfallung 
stets chlorhaltig ete. 

Bei dieser Gelegenheit méchten wir Erfahrungen tiber die 
Verwendung verschiedener Mineralsiiuren bei der Verarbeitung 
der hydrolytischen Zersetzungsprodukte auf Cystin mitteilen. 
Von den in praxi in Betracht kommenden Sauren ist Salzsiiure 
der Schwefelsiiure vorzuziehen. Denn kochende H,SO, zersetzat 
Cystin erheblich stirker als HCl. Die Verhaltnisse liegen iihn- 
lich wie bei der Abspaltung von Glukosamin aus Eiweibkérpern; 
auch hier erhilt man nur mit Salzsiure befriedigende Ausbeuten, 
da die Sauerstoffsalze des Aminozuckers sehr empfindlich sind. 


Gleich allen Aminosiiuren mit asymmetrischem Kohlenstoff- 
atom laBt sich die natiirliche linksdrehende Form des Cystins 
in eine optisch inaktive iiberfiihren. Das friiher meist geiibte 
Verfahren der Racemisierung durch Erhitzen mit Baryt- 
wasser unter Druck ist beim Cystin nicht anwendbar, da 
Ba(OH), schon bei 100° Cystin total zersetzt. Auch Ammoniak 
liefert wenig befriedigende Resultate, da dieses dem Cystin bei 
erhohter Temperatur 5S, resp. H,S entzieht und damit reichlich 
Schwefelammonium bildet. 

Dagegen ftihrt die Anwendung von Salzsiiure zum Ziele, 
die fiir die Racemisierung von Aminosiiuren zuerst von A. Michael 
und J. F. Wing?!) bei der Darstellung von inaktiver Asparagin- 
siiure beniitzt und allgemein empfohlen worden ist.  Erhitat 
man das Proteincystin mit der 15—20-fachen Menge HC! 
(D—=1,124) 12—15 Stunden im geschlossenen Rohr auf 165°, 
so wird es inaktiv. Der Rohreninhalt ist klar, aber gelbbraun 
gefiirbt, er wird mit Wasser verdiinnt und in der Siedehitze 
mit Knochenkohle entfirbt. Beim Verdampfen auf dem Wasser- 
bade hinterbleibt ein teils fester teils sirupdser Riickstand: der- 
selbe wird mit Ammoniak schwach alkalisch gemacht und mit 
Essigsiiure angesiiuert. Nach 2 bis 3 Tagen ist ein dichter 
Kristallbrei abgeschieden, der im wesentlichen aus inaktivem 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XVII, 5. 2984 (1884). 
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Cystin besteht. Letzteres ist jedoch erst rein, nachdem es 
mehrfach aus ammoniakalischer Losung durch Essigsiiure ab- 
geschieden ist. Hierbei sind jedoch Verluste unvermeidlich, 
indem das inaktive Cystin an sich léslicher ist als die aktive 
Form, namentlich aber reichlich von der Ammoniumacetat- 
lauge aufgenommen wird. 

Dem rohen inaktiven Cystin haftet in kleiner Menge ein 
Begleiter an, ein Zersetzungsprodukt des Cystins. Die erhitzten 
Rohren Offnen sich unter erheblichen Druck, wobei ein wider- 
lich riechendes Gas von Mercaptan- oder Sulfidcharakter ent- 
weicht; neben inaktivem Cystin bleiben in der Lésung die nicht 
flichtigen Spaltungsprodukte zuriick, offenbar jenen verwandt, 
die vor 20 Jahren J. Mauthner?) bei Behandlung von Cystin 
mit reinem Wasser bei niederer Temperatur (140 °—150°) 
beobachtet, aber noch optisch aktiv befunden hat. 

Gleich in sehr reinem Zustande gewinnt man das inaktive 
Cystin, wenn man die konzentrierte Loésung des rohen, teils 
fest, teils sirupés zurtickbleibenden Chlorhydrats (s. 0.) mit 
Quecksilberacetatlbsung ausfillt. Durch Zerlegung des gut aus- 
gewaschenen Niederschlags mit H,S, Neutralisation dereingeengten 
Lésung mit Ammoniak und nach Oxydation des intermediiir 
gebildeten Teiles von inaktivem Cystein an der Luft  ent- 
steht ein dichter Brei von Cystin, das nach einmatiger Fiillung 
aus ammoniakalischer Lésung durch Essigséure rein ist. 

Das inaktive Cystin kristallisert sowohl aus Ammoniak 
wie bei der Fillung durch Essigsiiure aus ammoniakalischer 
Losung in der Form kleiner tyrosiniéhnlicher Nadeln, die hiutig 
zu kugeligen Gebilden radiiir zusammengelagert sind; so wenig 
wie die aktive Form besitzt es einen Schmelzpunkt, sondern 
zersetzt sich fast bei der gleichen Temperatur wie dieses, bei 
ca. 260°. Es ist nicht dimorph, wenigstens durch Impfung 
mit den sechseckigen Flattchen der aktiven Form wird es nicht 
zur Kristallisation in einer anderen als der Nadelform angeregt; 
es bildet auch mit dieser, soweit ersichtlich, keine Mischkristalle, 
denn beim Einengen der Losung wechselnder Mengen I- und i- 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XVII, 5. 293 (1884) u. Bd. XVIII, 
S. 451 (1885). 
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Proteincystins sind im mikroskopischen Bilde die fiir jede Form 
charakteristischen Kristalle vorhanden. 

Die Ausbeute an reinem inaktiven Cystin betraégt gut 50°/o, 
es sind aber keine besonderen Versuche angestellt, dieselbe zu 
erhéhen. Hervorgehoben zu werden verdient die grobe Be- 
standigkeit des Cystinmolekiils bei 165°, wihrend das Cystein, 
wie K. A. H. v. MOrner!?) fand, schon bei 140—145° inner- 
halb einer Stunde total zersetzt wird. | 


0.1773 g Substanz ergaben 0.3585 BaSO, 


0.2442 » verbrauchten 20,5 ccm "10-H,SO, = 0,0287 g N 
Berechnet fir (CsH,NSO,),: N = 11,68°%0; S = 26,67°/o 
Gefunden: N = 11,76°%e; 5 = 27,02°/c. 


Die konzentrierte Losung der Substanz in Salzsiiure von 
25°/o erwies sich im 20,0 cem-Rohr als vollstiindig optisch inaktiv. 
Die Bestimmung der Loslichkeit in Wasser ergab, dal die 
inaktive Form fast dreimal leichter léslich ist als die natiirliche 
I-Modifikation. Wir fanden bei 19° fiir 
I-Cystin 1: 8840, 
c-Cystin 1: 3070. 

Inzwischen ist EK. Erlenmeyer!) die Synthese eines in- 
aktiven Proteincystins gegliickt; wie in der voraufgehenden 
Mitteilung?) auseinandergesetzt ist, bleibt es unentschieden, ob 
unser durch Inaktivierung gewonnenes und EK. Erlenmeyers 
syuthetisches Produkt identisch sind. Denn da das Cystin den 
stereochemischen Charakter der Weinsiiure besitzt, kann eine 
Meso- und Racemoform existieren, die in beiden Fiillen beide 
entstehen kénnen. Bei der Racemisierung kann sich ein Gleich- 
gewichtszustand bilden, genau wie es beim Erhitzen von d-Wein- 
siiure zwischen Meso- und Traubensiiure geschieht, und anderer- 
seits kann auch die Verkniipfung von zwei Kesten inaktiven 
Cysteins zu beiden inaktiven stereoisomeren Disulfiden fihren, 
deren Konfiguration durch die Formeln [ -++ II, sowie Ii 
wiedergegeben wird. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd XXXVI, S. 2720 (1903). 
Annal, d. Chem., Bd. CCCXXXVH, 8. 259 (1904). 
2) S. Seite 478. 
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ll Hl. 

COOH COOH COOH 

| | 

HCNH, NH,CH HCNH, 

| | | 

CH, CH, CH, 

| | | 

5S 5 

| | | 

| | | 

CH, CH, CH, 

| | | 
NH,CH HCNH, HCNH, 

COOH COOH COOH 

r-Cystin., meso-Cystin. 


Dai unser durch HKacemisierung gewonnenes Produkt 
mindestens zum Teil aus der r-Form besteht, haben wir durch 
eine Zerlegung derselben in aktive Komponenten erwiesen (siehe 
unten): Die Spaltung geschieht durch Pilzgirung. Wenn letztere 
aus einem inaktiven Korper eine gleichzusammengesetzte optisch 
aktive Form erzeugt, ist die Racemnatur des Ausgangsmaterials 
auber Zweifel. Die Tatsache, daf Mesoerythrit durch das 
Sorbosebakterium nach G. Bertrand!) zur rechtsdrehenden 
Erythrulose oxydiert wird, steht mit dieser Regel nicht in 
Widerspruch, da durch Oxydation das Molekiil seines Meso- 
charakters beraubt und zuniichst in die r-Reihe iibergefiihrt wird. 


H H 


| | | 
CH,OH—C—C—CH,OH = —— >  CH,OH—CO—C —CH,OH 


| | 
OH OH OH 


Auf alle Fille racemisch muf das Cystein sein, das 
durch Reduktion des inaktiven Cystins gewonnen wurde, einerlei 
welche Konfiguration letzterem zukommt; auf dem Wege iiber 
das Cystein muf iibrigens unser Priiparat in Erlenmeyers 
Substanz iibergefiihrt werden kénnen, bei deren Darstellung 
r-Cystein eine Zwischenstufe bildet. 


1) C. rend., Bd. CXXX, S. 1330. 
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r-Cystein 


erhielten wir durch Reduktion des inaktiven Cystins in bekannter 
Weise durch Zinn und Salzsaure, die durch Abdampfen auf 
dem Wasserbade konzentrierte und von Chlorwasserstoff moglichst 
befreite: Losung wurde mit Ammoniak genau neutralisiert, 
worauf nach einiger Zeit das freie r-Cystein als mikrokristallinische 
Masse ausfillt: letztere wird auf Ton abgesaugt und erst mit 
50° /oigem und dann mit 98°/oigem Alkohol iibergossen. 


01253 ¢ Substanz verbrauchten 9,7 cem ™10-H,SO, = 0.0136 g N 
Berechnet fir C,H,NSO,: N = 11,57°/o 
Gefunden: N = 11,03 °%o. 


Die salzsaure Losung war optisch vollig inaktiv. 

Die inaktiven Formen des Cystins wie Cysteins zeigen 
die bekannten Reaktionen der aktiven Modifikationen in 
identischer Weise, d. h. die Schwefelbleiprobe und die Reaktionen 
mit CuSO, und FeCl. 

IV. 

Pasteurs Methode, Racemkoérper durch Pilzgérung zu 
spalten, haben auf Aminosi&uren zuerst E. Schulze und 
K. Bosshard?) angewandt. Mit Hilfe von Penicillium glaucum 
haben diese Autoren aus r-Leucin und r-Glutaminsaure die 
Antipoden der natiirlich vorkommenden Aminosauren dargestellt. 
Die Anwendung des genannten Pilzes fuihrt inaktiven 
Cystin jedoch nicht zum Ziel; zwar gedeiht Penicillium auf der 
mit Nihrsalz versetzten Cystinlésung, es entwickelt sich aber 
Schwefelwasserstoff und die Fliissigkeit erlangt kein Drehungs- 
vermogen. Ein besseres Resultat ergibt die Benutzung von 
Aspergillus niger. % g inaktives Cystin wurden in Ammoniak 
celist und durch Erhitzen von dessen Uberschuf befreit, mit 
dOO com Wasser sowie 15 cem der von Schulze und Boss- 
hard (1. ¢.) empfohlenen Néhrlésung versetzt schlieflich 
mit Phosphorsiiure bis zur deutlichen Reaktion auf Lackmus 
angesiiuert. Diese Fliissigkeit wurde im mit Wattebausch ver- 
schlossenen Kolben an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen je 10 
Minuten zum Sieden erhitzt und schlieBlich mit Aspergillus 


') Diese Zeitschrift, Bd. X, S. 138 (1886). 
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niger geimpft. Nach 6 Wochen wurde der Versuch abgebrochen. 
Der Pilz hatte sich gut entwickelt, es trat Schwefelwasser- 
stoff nur kaum wahrnehmbar auf: eine Bildung von Methyl- 
mercaptan oder Athylsulfid, deren Bildung J. Wohlgemuth!) 
bei der Cystinfaulnis nachgewiesen hat, gab sich durch den 
Geruch wenigstens nicht zu erkennen. Die fillrierte und noch 
sauer reagierende Fliissigkeit wurde auf dem Wasserbade auf 
5O ccm eingeengt, mit Barytwasser neutralisiert, sofort filtriert, 
mit Essigsiiure angesduert und dann konzentriert. Das Cystin 
wurde mit Mercuriacetat ausgefillt und in der wiederholt an- 
gegebenen Weise rein dargestellt. Ausbeute 1,288 g. 


O.1012 Substanz verbrauchten 8,6 ccm "/10-H,SO, 0,0120 ¢ N 


O,L197 » > lieferten 0.2442 ¢ BaSQ, 
Berechnet fiir (C,H,NSO,),: N = 11,68°%o; S = 26,67°%o 
Gefunden: N = 11,8790; S = 27,16%o. 


Dieses Cystin erwies sich in salzsaurer Lésung bei der 
polarimetrischen Priifung als rechtsdrehend, und zwar war 
1s = 93,78° 
(a = + 2°364, 1 = 2, ¢ = 1,3864,) 

d. h. es waren 0,3466 in 25,0 cem Salzsiure vom spezifischen 
Gewicht 1,124 gelost. 

Da reines |-Cystin das spezifische Drehungsvermégen 
—223,8° besitzt, ist die rechtsdrehende Modifikation nicht frei 
von der inaktiven Form gewonnen, von der sie ca. 58°/o enthiilt. 

In einem zweiten Versuch mit der gleichen Materialmenge 
wurde nach 23 Tagen die Hilfte der Fliissigkeit mit steriler 
Pipette entnommen; das daraus erhaltene Cystin zeigte ein 
Drehungsvermégen von 

[aly = + 39,5”, 
die andere Hilfle wurde nach 8'/2 Wochen verarbeitet und 
ergab ein Cystinpraparat, dessen spezifische Drehung 

= +- 76.4 
war. 

Wir miissen es dahingestellt sein lassen, ob die Bildung 
eines noch optisch unwirksames Material einschliefbenden d-Cystins 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 5. 469 (1905). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. 33 
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auf einem Gehalt des inaktiven Cystins an nicht’ spaltbarer 
Mesoform beruht, oder ob es uns nicht gelungen ist, das 
Optimum der Einwirkungsdauer fiir den Pilz zu treffen. Auf 
rein chemischem Wege wollen wir versuchen, reinen 
dextrogyren Cystin zu gelangen.!) 

Bemerken wollen wir noch, dafi unser reinstes d-Cystin 
= +- 93,78") mikroskopisch sechseckige Tiifelchen neben 
Nadeln aufwies:; die Theorie verlangt ja auch, daB d- und |-Cystin 
enantiomorph sind. 


') Das bei der Spaltung von reinem 1I-Benzoylcystin regenerierte 
!-Cystin ist zum Teil racemisiert. (S. vorige Mitteilung S. 488.) 
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Beitrage zur Frage des sogenannten normalen Arseniks. 
Von 


Professor A. J. Kunkel in Wiirzburg. 


Der Redaktion zugegangen am 18. April 1905.) 


Durch verschiedene aus der Praxis an mich = gestellte 
Fragen angeregt, habe ich in den letzten Jahren eine Anzahl von 
Versuchen tiber den sogenannten natiilichen Arsenik teils selbst 
unternommen teils von Schiilern ausfiihren lassen. Da ich einen 
Abschluf der sehr zeitraubenden Experimente und damit der 
aufgeworfenen prinzipiellen Fragen so bald nicht erwarte, will 
ich tiber die Versuchsergebnisse, soweit dieselben bis jetzt ge- 
diehen sind, kurz berichten. 

bekanntlich ist neuerdings wieder die Frage des soge- 
nannten natirlichen Arseniks von physiologischen Chemikern 
(besonders von Armand Gautier und G. Bertrand) zur Dis- 
kussion gestellt worden. Es wird behauptet, Arsen sei ein ge- 
wohnlich vorkommender, ja sogar ein physiologisch notwendiger 
Bestandteil des normalen Organismus. Die Literatur ist aufer- 
ordentlich reich: ich habe sie nur soweit, daf damit die weitere 
Orientierung leicht gelingt, am Schlusse zusammengestellt. * 

Die Frage ist nicht neu. Schon einmal war in Frankreich 
die Frage nach dem sogenannten natiirlichen Arsenik auf- 
geworfen und sehr lebhaft besprochen worden. Ein sehr aus- 
fiihrliches Referat findet sich in Traité de médecine légale par 
M. Orfila: 4. Aufl, III. Bd., 1. Teil, S. 285 ff. Paris 1848. 

Das grobte Interesse hat die Frage nach dem sogenannten 
natiirlichen Arsemk vor allem fiir den Gerichtschemiker. Wenn 


* Die Zahlen im Text verweisen auf die am Schlufi stehenden 
Literaturzitate. 
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Arsenik ein normaler Bestandteil des Organismus ist, so ver- 
liert der Fund von Arsen in forensischen Fallen seine beweisende 
Kraft. In dieser Beziehung ist die Diskussion der Frage schon 
soweit gediehen, dah bestimmt behauptet werden kann: Der 
sogenannte normale Arsenik, wenn solcher iiberhaupt existiert, 
tangiert die Ergebnisse der forensischen Chemie nicht, weil 
diese sogenannten normalen Mengen so auferordentlich gering 
sind (hundertel, ja tausendstel Milligramm in einem Organ), dab 
die fiir einen forensischen Beweis notwendig postulierten Quan- 
titfiten (um das Hundert- und Tausendfache grofer) von ganz 
anderer viel hoherer GréBenordnung erwiesen werden miissen. 
Immerhin hat auch fiir den forensischen Chemiker, besonders 
aber auch fiir den Biologen die Frage allgemein wissenschatt- 
liches Interesse. 

Das erste, was mir bel eigener Priifung der Frage not- 
wendig erschien, war die Ausbildung einer Methode, die sicher 
und moglichst schnell den Nachweis minimaler Arsenmengen 
in grofen Quantitiiten der verschiedensten HRohmaterialien 
vestattet. 

Fiir den eigentlichen Nachweis des schon isolierten Arsens 
ist allemal noch als die feinste Probe die Methode von Marsh- 
Otto ganz allgemein (auch in den Versuchen der franzésischen 
Chemiker) benutzt. Das Prinzip besteht bekanntlich darin, die 
aiemlich rein dargestellte arsenige Siiure oder Arsensiiure (oder 
Arsenchloriir) in eine Wasserstoffentwicklungsquelle zu geben, 
wo durch die Massenwirkung des entstehenden Wasserstoffs 
dann Arsenwasserstoff entsteht. Der gasformige Arsenwasserstolf 
ist sehr leicht dadurch zu erweisen, dab er durch jeden energischen 
chemischen Angriff in seine Komponenten, As und H, zerfiillt. 
— Man leitet gewohnlich den in der Wasserstoffquelle ent- 
wickelten Wasserstoff, der die Spur Arsenwasserstoff mit sich 
fiihrt, durch eine Glasrohre, die an einer Stelle sehr stark er- 


hitzt sein mub. An der erhitzten Stelle zerfallt AsH, und das 


As bleibt als glinzender braunschwarzer Beschlag kalten 
Teil der Rohre hingen, bildet den sogenannten Arsenspiegel. 
Schon ein hundertstel Milligramm ist auf diese Weise unter 
gewissen Vorsichtsmabregeln aufzufinden und selbst noch kleinere 
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Mengen sind nachzuweisen. Von den notwendigen Vorsichts- 
maBregeln erwiihne ich: die Rohre mub eine passende mittlere 
Weite haben; ich nehme solche von 8 bis 9 mm _ iiuberem 
Durchmesser. Die Réhren stammen von der Firma Schott und 
(;enossen in Jena, die eine besondere arsenfreie und schwer 
schmelzbare Rohrensorte hierfiir anfertigt. Die Roéhrenstelle 
muf sehr stark erhitzt sein: der Arsenwasserstoff zersetzt 
sich nicht so leicht, als einzelne Angaben in der Literatur 
Jauten. Ich verwende einen Teclubrenner von mittlerer Weite. 
Dagegen habe ich fiir meine (noch weiter zu beschreibende) 
Versuchsmethode beobachtet, dai das Erwarmen der Rohre an 
einer Stelle fiir die Zersetzung des Asltl, geniigt. Ich habe an 
derselben Rohre im konkreten Versuche, der eine reiche As H,- 
Entwicklung leferte, eine zweite Rohrenstelle erwarmt und 
keinen Arsenspiegel dahinter mehr erhalten. — Weiter ist es 
sehr anzuraten, die Arsenrohre hinter der erhitzten Stelle zu 
kiihlen. Ich schlinge um die Rohre einen Baumwolldocht und 
lasse Wasser auftrépfeln. Sodann miissen die durch die Rohre 
streichenden Gase gut getrocknet sein (zuerst mit H,5O, auf 
bimsstein, dann, um allenfallsige Sauredimpfe wegzunelhmen, 
nochmals mit Atzkali). Gewif ist der Einwand miglich, dab 
von diesen Trocknungsmaterialien gewisse Mengen von AsH, 
absorbiert werden. — Es sind noch andere Fehlerquellen denkbar. 
Den Entscheid muf der Versuch selbst liefern, ob unter gewissen 
eingefiihrten Bedingungen ein sicheres Versuchsergebnis  er- 
yartet werden kann und vor allem, ob die Kontrollversuche 
dann wieder sicher negativ ausfallen. Das habe ich mit aller 
Bestimmtheit konstatiert. 

Die Wasserstoffentwicklung wird in dem bekannten 
Marsh-Ottoschen Apparat gewohnlich mit Zink und Schwefel- 
sdure vorgenommen. Natiirlich setzt diese Verwendung absolut 
arsenfreie Reagentien voraus. Ich entwickle schon seit  iiber 
3 Jahren hierfiir den Wasserstoff elektrolytisch und habe diese 
Versuchsanordnung fiir den Arsennachweis gegeniiber der Ent- 
wicklung aus Zink praktischer gefunden. 

Der Apparat ist eine einfache galvanische Zelle, ein 
zvlindrisches Glas mit einer eingestellten Tonzelle, beide mit 
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verdiinnter Schwefelsiure geftillt. In die Tonzellenschwefelsiiure 
ist die Kathode, auben die Anode eingetaucht. 

Wird ein galvanischer Strom durch die Anordnung ge- 
schickt, so wird im Kathodenraum Wasserstoff, auBen Sauer- 
stoff entwickelt. Arsenik, den man in den Kathodenraum bringt, 
wird in Arsenwasserstoff umgewandelt. — Um die im Kathoden- 
‘aum entwickelten Gase durch die Induktionsréhre fiihren zu 
konnen, mul die Tonzelle oben dicht geschlossen sein. Die 
Berliner Porzellanmanufaktur stellt Zellen aus Porzellanmasse 
her, auf die man direkt einen StOpsel aufsetzen kann. Es gibt 
im Handel auch so haltbare Tonzellen, die das direkt ertragen. 
Ich habe es zweckmiibig gefunden, auf das obere Ende der 
Tonzelle mit Siegellack den abgesprengten Hals eines ge- 
wohnlichen Pulverglases aufzukitten. — Der aufgesetzte Stopsel 
ist dreifaech durchbohrt : 

a) fiir das den Wasserstoff abfiihrende Glasrohr, b) fiir 
Aufnahme der Elektrode, c) fiir ein Trichterrohr, das zum kin- 
fiillen der arsenhaltigen Proben und zum Entleeren der Schwefel- 
siture dient, es reicht bis auf den Boden der Tonzelle,  tragt 
einen Glashahn: dicht tiber dem Stopsel ist zur gelegentlichen 
Entleerung ein verschliebbares Seitenréhrchen angeschmolzen. 

Als Elektroden beniitze ich auSen ein breites Platinblech, 
um metallische Verunreinigung der Schwefelsiéure zu vermeiden. 
Als Kathode dient ein Streifen reines Silber, der oben ver- 
schmiilert luftdicht in ein Stiickchen Glasrohr eingesetzt und 
durch dasselbe nach aufen gefiihrt ist. Die Beobachtung von 
J. Tafel, der ja die elektrolytische Reduktion zuerst fiir 
chemische Versuche in grohem Mabstabe beniitzt hat, dab die 
Reduktion chemischer Substanzen nicht an allen als Kathode 
eebrauchten Metallobertliichen gleich gut vor sich geht, habe 
ich auch bei der Reduktion von Arsenverbindungen gemacht. 
Sehr gut brauchbar ist Blei. Da es aber hiiufig mit As  ver- 
unreinigt ist und auch andere Nachteile hat, habe ich es auf- 
gegeben, Platin eignet sich schlecht; die Reduktion zu AsH, 
geht sehr langsam vor sich, ist auch, wie ich glaube, nicht 
quantitativ. Nach versehiedenartigen Proben bin ich jetzt beim 
Silber stehen geblieben. Dieses ist als 1 mm _ dickes blech 
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leicht rein im Handel zu haben. Das brauchbarste Metall 
scheint es mir zwar nicht zu sein, mit Blei geht die Reduktion 
rascher. Weitere Metalle habe ich nicht gepriift. Kohle ist 
ungeeignet. — 

Die Dimensionen meines Apparates sind: aiuberes Zylinder- 
glas etwa cm Hohe und 7 cm Durchmesser. Tonzelle hat 
gleiche HOhe und 5 cm Durchmesser. Tonzelle und Glas werden 
etwa 8 cm hoch mit der Schwefelséiure angefiillt. Fiir manche 
Versuche habe ich auch ein kleineres Modell benutzt: Tonzelle von 
3.5 cm Durchmesser und 7 em Hohe. Die erst angegebenen Mabe 
sind die zweckmibigsten, die ich jetzt ausschlieblich verwende. 

Als Elektrizitiitsquelle dient mir immer der Strom = von 
Akkumulatoren. Ich benutze jetzt fast ausschlieBlich 4 Volt 
Spannung, die bei den gegebenen Widerstiinden einen Strom 
von etwa 2,0 bis 2,5 Ampere liefern. Die Wasserstoffentwicklung 
hatte dabei eben die richtige Geschwindigkeit. Selbstverstiindlich 
sind alle fiir H,-Entwicklung notwendigen Vorsichtsmabregeln 
zu beobachten (Knallgas!). 

Der Apparat bietet vor der gewohnlichen Anordnung des 
Marsh-Ottoschen Versuches eine Reihe von Vorziigen. Man 
hat nur fiir ein arsenfreies Reagens zu sorgen, die Schwefel- 
siiure' — Die Tonzellen sind leicht fiir den Versuch zu_ prii- 
parieren: man wascht sie unter geringem Uberdruck mit ver- 
diinnter Siiure aus. Die Wasserstoffentwicklung ist durchaus 
gleichmiibig: der Versuch braucht keine Uberwachung, geht 
stundenlang gleichmibig weiter. — Ich glaube, die Versuchs- 
anordnung wird sich iiberall einbiirgern, wo elektrische Energie 
bequem zu beschaffen ist.*) 

Jedem eigentlichen Versuch geht eine Stunde Vorpriifung 
voraus, ob Schwefelsiiure und Apparate absolut rein sind. Gibt 
man dann bei weiterlaufender Wasserstoffentwickelung etwa 
1/40 mg arsenige Siiure in den Kathodenraum, so kann man 
nach etwa 10 bis 12 Minuten den ersten Anflug des As-Spiegels 
sehen. Nach !/2 Stunde ist dieser sehr deutlich. Ganz zu 
Ende ist die Reaktion friihestens nach 1 Stunde bei sehr kleinen 
As-Mengen. Bei etwas grofberen Arsenmengen (2 mg) dauert 
es mindestens 3 Stunden, bis der entbundene H, arsenfrei Ist. 
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Erwahnt ist schon, daf in schematischen Versuchen zwei 
hintereinander gelegene Stellen der ReduktionsrOhre erhitzt 
wurden und dafi nur an der ersten Stelle ein As-Spiegel er- 
schien. Man mui nur den Wasserstoffstrom langsam genug 
flieben lassen (Ende des Redurktionsrohrs mit Kautschukschlauch 
unter Wasser gefiihrt: etwa 3 Blasen in 2 Minuten). 

Zur Entscheidung einer anderen Vorfrage: ob eine in 
den Kathodenraum gebrachte Arsenikmenge quantitativ in Arsen- 
wasserstoff tibergeht oder ob vielleicht ein gewisser Anteil zu 
elementarem Arsen reduziert wird, wurde in mehreren Ver- 
suchen nacheinander je 2 mg arsenige Siiure in die Tonzelle 
eingefiihrt und reduziert. Am Ende des Versuchs wurde die 
Silberelektrode zuerst mit Wasser gespiilt, dann sorgfaltig mit 
reinem Filtrierpapier abgewischt, dieses mit Salpetersiiure be- 
handelt und nach sachgemiiber Vorbereitung dann die erhaltene 
Losung wieder auf Arsen gepriift. Es wurde nichts gefunden. 
Erwahnt sei, peinliches KReinhalten der Silberelektrode 
wichtig fiir den Versuchsverlauf scheint. Ich habe immer mit 
kohlensaurem Kalk mechanisch geputzt und dann mit Wasser 
und Schwetelsiiure nachgespiilt. 

Dagegen ist cin anderer Kinwand berechtigt. Nach dem 
Gesetz der Jonenwanderung miissen von der im Kathodenraum 
befindlichen Arsenigsiiuremenge die AsO,-Anionen nach der 
Platinelektrode wandern. — Ich habe in besonderem Versuch 
mehrere Arsenmengen nacheinander in demselben Apparat 
reduziert und dann die auber der Tonzelle befindliche Schwefel- 
siiure auf Arsengehalt gepriift. Ich habe ein einziges Mal einen 
eben erkennbaren Anflug von Arsenspiegel erhalten (nicht 
1,00 mg). Die meisten Versuche hatten negatives Resultat. 
Das Herauswandern von As aus der Tonzelle ist so minimal, 
dab es der Brauchbarkeit der Methode keinen Eintrag tut. 
Immerhin ist dies ein prinzipieller Fehler. 

Nur kurz sei erwihnt, dab aus kochender (salzsaurefreier ') 
Schwefelsiiure keine arsenige Siure abdestilliert. Ich habe durch 
mehrere Stunden Schwefelsiiure mit germgem Zusatz von arse- 
niger Siure in stobendem Kochen erhalten: das Destillat war 
arsentrei. Als danach Salzsiiure zugesetzt wurde, war schon 
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nach wenigen Minuten im Destillat: direkt bei H,S-Einleitung 
Arsen nachweisbar. 

Selbstverstiindlich ist es, dab fiir den elektrolytischen 
Arsennachweis alle die Kautelen gelten, die fiir die Versuchs- 
ausfiihrung mit Zink und Schwefelsiiture bekannt sind. Vor 
allem darf keine Spur von Chlor oder Salpetersiure oder Chlor- 
siiure im Reduktionsraum sein, sonst bleibt die AsH,-Bildung 
aus. Arsensiiure wird so gul wie die arsenige Siiure zu 
AsH, reduziert. 

Fir den Nachweis der kleinen Arsenmengen, die in Ge- 
steinsarten, Ackererde, in Uerischen Teilen usw. vorkommen, 
haben die Chemiker verschiedene Methoden beniitzt, die im 
wesentlichen auf das Losen und Oxydieren des Rohmaterials 
(in Salpetersiure und Schwefelsiiure, in Salzsiiure und chlor- 
saurem Na etc.) hinauslaufen. In der Losung wird Arsen durch 
HS als Schwetelarsen gefallt und endlich die aus letzterem 
gebildete Arsensdure in den Wasserstoffentwickelungsapparal 
gebracht. 

Ich habe einen anderen Weg cingeschlagen. Das Schlimme 
bei den bisher verwendeten Methoden ist der Verbrauch der 
groben Mengen von Reagentien, wie Salpetersaure oder KaClQ,, 
die zur Oxydation der organischen Substanz etc. notwendig 
sind. Wenn man im Versuch Arsen zentigrammweise findet, 
so ist ja das Resultat ohne weiteres zu eindeutigen Schliissen 
zu benutzen. Wenn es sich aber um Hundertstel-Milligramme 
Arsen handelt, so ist der Verbrauch von vielen Grammen NO.H 
oder KaClO, ein bedenklicher Punkt in der Methode. Ich habe 
deshalb die alte Methode von Schneider, Fyfe, Liebig, 
Ludwig ete. benutzt, wonach die in grofen Mengen des Unter- 
suchungsmaterials vorhandenen Arsenspuren durch Destillation 
mit Salzsiiure als Arsenchlorir abdestilliert werden: das Destillat 
wird dann weiter untersucht. *) 

Arsenige Siiure geht aus salzsaurer Losung bei Tempe- 
raturen bis gegen 100° C. nur sehr langsam und unvollstindig 
liber. Aus siedenden Lésungen aber mit wesentlich héherem 
Siedepunkt ist Chlorarsen rasch und vollstiindig iiberzutreiben, 
sodahi z. B. eine kleine Menge arseniger Siiure, die probeweise 
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siedender (Schwefelsiiure oder) Salzsiiure zugesetzt wird, schon 
nach 12 bis 15 Minuten so vollsténdig tiberdestilliert ist, dab 
danach kaum noch eine Spur von Arsen erhalten’ werden 
kann. Ist Verdacht, da} das Arsen als Arsensiiure vorhanden 
ist. so mul} man letztere zderst reduzieren, was nach dem 
Vorschlag von E. Fiseher durch Zusetzen von Eisenchloriir 
(oder einem anderen Ferrosalz) glatt geschieht. Ich habe an- 
fiinglich einen Teil der Versuche in der Losung mit  kon- 
zentrierter: Schwefelsiiure durchgefiihrt. Spiiter aber habe ich 
nur eine konzentrierte Salzsiture von d=1.19 mit etwa 39°/o 
HCl verwendet. Bei flottem Sieden der damit hergestellten 
Losungen von Gesteinsarten, Kesselstein, organischem Ma- 
terial ete., habe ich ziemlich regelmibig eine Temperatur von 
etwa 108° C. (oben im Hals des Kolbens gemessen) erhalten, 
die sehr gut zum glatten Ubertreiben des Ghlorarsens ausreicht. 
-—— Salzsiiure habe ich vollstiindig arsenfrei im Handel bekommen. 
Das Kisenchloriir oder ein anderes Ferrosalz kann man. sich 
selbst arsenfrei herstellen. Man braucht es in stark salzsaurer 
Losung nur eine Zeitlang kriiftig zu kochen. Die Versuche 
wurden in geriiumigen Rundkolben aus Jenenser Glas durch- 
gefiihrt, die bei einiger Vorsicht das direkte Erhitzen mit der 
vollen Bunsen-Flamme aushalten. 

Die Versuchsanordnung ist danach die folgende: Der 
\undkolben von 500, 700 oder 1000 cem Inhalt, je nach Menge 
des aufzunehmenden Rohmaterials, ist durch einen dreifach 
durchbohrten Kork geschlossen (Kork, nicht Kautschukstopsel, 
die hiinfig Antimon enthalten!). Eine Offmung triigt. das ab- 
fiihrende Rohr, das die durch das Sieden entwickelten Diimpfe 
iiberleitet. Es ist auBerhalb des Kolbens schriig nach abwiirts 
gebogen und fiihrt in eine Kiihlvorrichtung, die sehr energisch 
funktionieren muf, um fliichtige Arsenchloriir vollstiindig 
zu gewinnen. Die zweite Bohrung triigt einen Trichter mit 
Glashahn, um zu beliebiger Zeit Fliissigkeiten (Salzsiiure, Eisen- 
chloriir) in den Kolben nachfiillen zu kOnnen. Die dritte Kork- 
bohrung nimmt bei den Versuchen, bei denen Schwefelsiure 
die Losungsfliissigkeit im Kolben darstellt, eine Glasrohre auf, 
die fast bis auf den Boden des Kolbens reicht und zum Ein- 
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leiten von gewaschener Kohlensiiure dient, um = starke 
StoBben im Kolben zu beseitigen. Bei Verwendung von Salz- 
siiure als LoOsungsmittel ist das nicht notwendig: hier triigt die 
dritte Bohrung ein Thermometer. 

Ist z. B. die Aufgabe die, Arsen in einem Kesselstein 
nachzuweisen, so wird der fein gepulverte Kesselstein (100 bis 
300 g) zuniichst mit der zur volligen Losung der salzsiiure- 
loslichen Bestandteile (Karbonate) geniigenden Salzsiiuremenge 
zusammengebracht. In besonderen Versuchen, die im Kolben 
durchgefiihrt wurden, habe ich mich iiberzeugt, dah bei der 
niedrigen Temperatur (hdchstens einige 40° C.) kein Arsen- 
chloriir verloren geht. Dann wird die triibe Losung in’ den 
Kolben gegeben und nach kurzem Vorwiirmen mit der freien 
Bunsen-Flamme der Kolben kriiftig erhitzt. In wenigen Minuten 
siedet die Fliissigkeit und wird in flottem Sieden erhalten. 
Durch das Trichterrohr man absatzweise konzentrierte 
Salzsiiure (d= 1,19 mit 40°/o HCl) nachflieBen. Probeversuche 
mit Zusatz von einigen Milligramm ergaben, schon 
in 12 bis 15 Minuten quantitativ diese kleine Menge iiber- 
getrieben war. Wo Arsensiiure vermutet wird, setzt man saure 
Kisenchloriirlisung zu. Das Ubertreiben des As geht dann 
ebenso glatt von statten. 

Auf die Hohe der Temperatur im Kolben ist) besonders 
zu achten. Selbst bei 97 bis 98° C. geht AsCl, sehr langsam 
liber, sodafi bei dieser Temperatur der Versuch nicht durch- 
zufiihren wiire. Es mufi deshalb der Kolbeninhalt eine solche 
Zusammensetzung haben, dab sein Siedepunkt um 108° C. elwa 
liegt, und das Sieden muf in flottem Gang erhalten werden. 

Der Gebrauch der konzentrierten Salzsiure von etwa 
40°)» HCl hat noch folgendes fiir sich: Eine wiasserige Salz- 
siiure von etwa 20°/o HCl hat den héchsten Siedepunkt von 
110° C. und geht als solche iiber. Setzt man darum wiihrend 
des starken Siedens langsam Portionen der starken Salzsiiure 
von 40°/o HCl zu, so erfolgt ein sehr rasches und gewalttitiges 
Uberdestillieren von HCl-Gas mit wenig Wasser, wobei Arsen- 
chloriir mit tbergefiihrt wird. 
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Kine erste Reihe von Versuchen wurde nach den vor- 
beschriebenen Methoden durchgefiihrt mit Gesteinen, mit Kessel- 
steinen von verschiedener Provenienz, mit Wasserriickstiinden 
und iihnlichem Materiale. Die Uberlegungen, die gerade zur 
Untersuchung dieser Gegenstande gefiihrt haben, legen ja nahe. 
Wenn wirklich Arsen als regelmifiger Bestandteil tierischer 
Tele sich findet, so ist es eine einfache Annahme, als Zufuhr- 
stelle dieses Arseniks das von uns aufgenommene Trinkwasser, 
Kochwasser und alles, was daher einen Arsenikgehalt beziehen 
kann (Milch, Kier, Fleisch ete.), zu beschuldigen und zu unter- 
suchen. 

1. Versuch: 100 ¢ Gradierstein aus dem Gradierhaus 
der Kissinger Soole mit 200 com HCl nach feinem Pulverisieren 
zusammengerieben, — Erstes Destillat, etwa 30 Minuten, gab 
direkt mit H,S sehr deutlichen Niederschlag von As,S,. Zweites 
Destillat gab noch starkeren Niederschlag (mehrere Milligramme). 
Drittes Destillat gab michts mehr. 

Die Kissinger Soole (die aus dem Zechstein stammt) ent- 
hilt also deutlich Arsen. 

2. Versuch: Untersucht wird kristallisierter kohlensaurer 
Kalk aus einer Verwerfungsspalte des Muschelkalks bei Wiirz- 
burg. — Der bei Wiirzburg ausgebildete Muschelkalk zeigt zahl- 
reiche Verwerfungsspalten, die mit dicken bBindern schon 
kristallisierten, ganz reinen kohlensauren Kalkes ausgefiillt sind. 
Diese Kalkkristalle sind natiiriich als Eintrocknungsrtickstand 
von Grundwasser anzusehen, das den Muschelkalk ausgewaschen 
hat und in den Spalten zur Kristallisation gekommen ist. — 
EKinige Antfangsversuche mit je 50 g dieses Materials hatten 
kein positives Ergebnis. Es wurde darauf auf einmal eine 
Menge von 300 ¢g dieser Kristalle fein gepulvert, untersucht 
und jetzt im Destillat (zuletzt bei Zusatz von Ferrosalz) deut- 
hiche, aber doch nur schwache Reaktion auf Arsen erhalten 
(hochstens einige Hundertstel-Milligramm As). — In diesem 
kristallisierten Kalk sind eisenreiche Stellen eingelagert. Ein 
an solchen Eisendrusen reiches Kalkkarbonat gab ebenfalls nur 
sehr geringe, aber deutliche Arsenreaktion. Die Absicht dieser 
Untersuchungen ist klar: Die Siiuren des Arsens werden als 
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Kalk- oder als Eisensalz, die beide schwer loslich sind, aus- 
gefallen sein. 

Kurz sei ein Kinwand beriihrt, der hier am besten unter- 
gebracht wird. Wenn durch Verdunsten eines harten Wassers 
kohlensaurer Kalk auszufallen beginnt, so enthalten die ersten 
Anteile des CaCO, lange nicht allen im Wasser vorhandenen 
Arsenik, sondern erst nach und nach mit dem volligen Ver- 
dunsten scheidet sich das Arsen ganz ab. In dem Sinne konnte 
der geringe Arsengehalt des in den Verwerfungsspalten auskri- 


stallisierten kohlensauren Kalks gedeutet werden. — Die spiiter 
mitgeteilten Kesselsteinanalysen werden zeigen, dai das Musche!- 
kalkwasser tiberhaupt nur Arsenspuren enthielt. — Uber mes- 


sende Versuche, die das allmihliche Ausfallen des Arsens und 
der iibrigen gelosten Bestandteile bei bestimmten Mineralwassern 
behandeln, berichtet Bonjean (Chem. Centralblatt, 1903, 1, 595.) 

3. Versuch: Aus einer durch zahlreiche und charakte- 
ristische Versteinerungen ausgezeichneten Abteilung des Muschel- 
kalkes, der sogenannten Terebratelbank, wurden 300 @ Gestein 
fein gepulvert mit HCl destilliert. Es wurden in dem einen 
(hier referierten konkreten) Versuch die zwei Destillate von je 
40 Minuten Destillationsdauer getrennt behandelt. Beide ergeben 
gut kenntliche Arsenspiegel, jeder etwa mg entsprechend, 
stiirker als der kristallisierte CaCO, (voriger Versuch!). 

4. Versuch: Aus dem Gebiet des bunten Sandsteins 
wurde ein viel Glimmerblattchen enthaltendes, ganz rotes Stiick 
fein gepulvert untersucht: auch in Salzsiiure. Das Anwiirmen 
des Kolbens mufte hier sehr vorsichtig ausgefiihrt werden, da 
fast die ganze Masse des Pulvers als schweres Sediment auf 
dem Boden des Kolbens lag. Es wurde ein sehr schwacher 
(vielleicht nach Aussehen 4/100 bis ?/100 mg), aber doch deutlicher 
Spiegel aus 100 g Rohmaterial erhalten. 

D. Versuch: Aus dem Mainl6B (Versbacher Tal bei Wiirz- 
burg) wurden sogenannte LOfimiinnchen (300 g) der Priifung 
unterworfen. Das in den ersten 20 Minuten erhaltene Destillat 
gab direkt mit H,S einen Niederschlag, der etwa 1,5 bis 2 mg 
Arsenik entsprach. Auch die folgenden Destillate enthielten 
noch geringe Mengen von As. 
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6. Versuch: Weiter wurden Kesselsteine gepriift, in denen 


ja die Abdampfriickstéinde nattrlicher Wasser vorliegen. Die 


bedenkliche Seite dieses Untersuchungsobjektes (dal erst durch 
den Fabrikbetrieb Arsen in das Wasser hereingekommen. sein 
kOnnte) habe ich dadurch umgangen, daf ich nur von ganz 
einwandfreien Stellen den Kesselstein bezogen habe (kein Kessel- 
steinmittel, Orte ohne alle Industrie). 

a) Kesselstein aus einer Mithle des sogenannten Aalbachs 
(miindet oberhalb Wertheim in den Main, nur Getreidemiihlen). 
Der Bach entspringt im Grenzgebiet zwischen Buntsandstein 
und Muschelkalk, das Wasser wird wahrscheinlich auf dem so- 
genannten Rot, der hauptwasserfiihrenden Schicht dieses Ge- 
bietes, die viele unterfrankische Quellen liefert, austreten. 
Der Kesselstein stellt dunkelrot gefiirbte krustige Massen dar, 
die aber bei der Untersuchung tberwiegend sich als kohlen- 
saurer Kalk neben einer geringen Menge von stark eisenhaltigem 
‘Ton erweisen. 

Iieser Kesselstein war verhiltnismaébig stark arsenhaltig. 
Das Destillat, das das Arsenchloriir enthielt, ergab schon 
von 100 ¢ direkt mit Schwefelwasserstoff einen starken Nieder- 
schlag, der ungefiihr einigen Milligrammen As,O, entsprach. Die 
Kontrollversuche stimmten vortrefflich. 

b) Kesselstein aus einem reinen Buntsandsteinwasser 
(Rechtenbach bet Lohr). Aus 115 g Kesselstein, der in Salz- 
siiure aufgenommen stark brauste, wurde ein Destillat tiberge- 
trieben, das direkt mit Schwefelwasserstoff eine starke Fallung 
von Schwefelarsen (2——3 mg) ergab. Nach etwa 30 Minuten 
langem Sieden mit Salzsiure wurde jetzt erst Ferrosalz zuge- 
setzt und mit gewechselter Vorlage weiter destilliert. — Es 
wurde jetzt kein Arsen mehr gewonnen, d. h. das Arsen war 
nur als arsenigsaures Salz in dem Kesselstein und es war durch 
den ersten Destillationsprozeb vollstindig tibergetrieben. 

bb) Kesselstein aus dem Vorwirmer des Kessels, aus dem 
die Probe b) stammte. Der Versuch ist mit Riicksicht auf die 
Frage von Interesse, wieviel im Vorwiirmer ausfiillt. Aus 84 g 
wurde mit HCl ein Destillat iibergetrieben, das sofort mit H,5 
eine Fiillung gab. die aber geringer war als beim vorigen 
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Versuch (zwischen 1 bis 2 mg Arsenik, es wurde nach Standard- 
fillungen geschiitzt!). Nach einigen 30 Minuten wurde die Vor- 
lace gewechselt und unter Zusatz neuer Salzsiiure und Ferrosalz- 
losung weiter destilliert. Es wurde eine mit H,S eben noch 
direkt erkennbare Arsenanzeige erhalten. — Die beiden letzten 
Versuche wurden als Demonstrationsversuche unter beihilfe 
eines assistierenden Chemikers durchgefiihrt, dem ich die Methode 
demonstrieren wollte. — Es wurden darum, als nach Zusatz 
des Ferrosalzes 20 Minuten lang destilliert war, jetzt 5 mg 
As,O, in Lésung in den Kolben gebracht und unter HCl-Zusatz 
weiter destilliert. —- Nach 18 Minuten wurde wieder die Vor- 
lage gewechselt. — Die Priifung zeigte, dab in den 18 Minuten 
die zugesetzte Arsenmenge so gut wie quantitativ iibergegangen 
war: im letzien Destillat war kaum noch eine Arsenspur nach- 
zuweisen. Das bestimmte Resultat dieser Kontrollversuche ist 
darum fiir die Brauchbarkeit der Methode ein wichtiger Beweis. 
— Der Kesselstein des Buntsandsteinwassers ist ein chemisch 
interessantes Gemenge (oder eine Verbindung) eines Karbonates 
mit einem wasscrléslichen Silicat; er verdient weitere gelegent- 
liche Untersuchung. 

Kesselstein aus Muschelkalkwasser (aus dem Vorwarmer 
eines Damptkessels in Marktheidenfeld am Main, Heubrunn- 
Wasserleitung). Das mit Salzsiiure erhaltene Destillat gab mit 
HS eine Triibung, die nicht sicher als arsenhaltig anzusprechen 
war. Es wurde darum nach langer Schwefelwasserstoftbe- 
handlung der gewonnene Niederschlag nach der S. 528 dieses 
Aufsatzes beschriebenen umstiindlichen Methode weiter behandelt 
und zuletzt im elektrolytischen Apparat auf AsH, gepriift. Es 
erschien im Reduktionsrohr eine Spur von Arsenanflug, der 
nach vorher gewonnenen Standardproben noch unter 4/100 mg 
As darstellte. 

d) Als Kesselstein eines Wassers aus dem oberen Muschel- 
kalk wurde der Kesseistein aus der Destillierblase des pharma- 
kologischen Instituts untersucht. Es wurden etwa 280 g ganz 
weiber Riickstand in HCl aufgenommen; er bestand aus _ fast 
reinem CaCO,. — Die mit Salzsiiure iibergetriebenen Fliissigkeits- 
mengen ergaben direkt mit Schwefelwasserstoff wieder nur eben 
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eine minimale Gelbfiirbung der Fliissigkeit. Nach den schon 
gemachten Erfahrungen habe ich die Spur Niederschlag nicht 
gesammelt und weiter behandelt. — Der Kesselstein enthiilt 
so gut wie nichts: héchstens wie der vorige ©) minimale 
Spuren von As. 

Als Ergebnis der sehr ausgedehnten Erfahrungen, die ich 
iiber die Priifung der Gesteine auf Arsengehalt erworben habe, 
mochte ich folgende Siitze aufstellen : 

Die von mir. eingefiihrte Methode scheint mir durchaus 
brauchbar. Es gelingt, wenn man nur reine Salzsiure besitat 
(und solche ist im Handel zu haben), aus einer relativ groben 
Menge von Rohmaterial binnen kurzer Zeit die arsenige Siiure 
als Arsenchlorid zu gewinnen. — Die Methode ist auch noch 
bei kleinsten Arsenmengen verwendbar. Man destilliert aus 


je 300 ¢ Rohmaterial das AsCl, ab und untersucht mehrere 


Portionen dieses Rohmaterials, so dab man aus 5—6mal 300 ge, 
also bis zu 2 kg Rohmaterial, das Arsen vereinigt. 

Weiter: Das Arsenchloriir geht, wenn man nur die Tem- 
peratur hoch genug bringt (iiber 100° C.), sehr rasch tiber, 
so dali man annehmen kann, dab der allerwesentlichste Anteil 
in 25 bis 30 Minuten iibergegangen ist. — Auf Grund der 
doch schon sehr zahlreichen Gesteinsanalysen (und Kesselstein- 
priifungen) mub ich ferner annehmen, daf Arsen immer als 
arsenige, gar nicht als Arsensiiure vorhanden ist. Ich habe 
niemals einen bestimmt fiir Arsensiiure zu deutenden As-Nieder- 
schlag bekommen. Antiinglich habe ich nach nur kurzdauernder 
Destillation der HCl-Lésung sofort Ferrosalz zugesetzt (aus 
der yon vornherein gemachten Annahme, Arsen sei als Arsen- 
siiure vorhanden) und dabei einigemal in der zweiten Portion des 
Destillates noch geringe Mengen von As gefunden. In den 
spiiteren Versuchen aber, wo ich immer die salzsaure Losung 
zuerst 30 bis 40 Minuten im Sieden erhalten hatte, bevor ich 
Ferrosalz zusetzte, habe ich in der zweiten Portion des 
Destillates nichts mehr erhalten. — Die einfachste Annahme 
ist wohl, dal} Arsen nur in der Stufe der arsenigen Saure vor- 
handen ist. Man kann auch daran denken, dali in den ver- 
schiedenen Gesteinsarten von vornherein eine geniigende Menge 
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von Ferrosalz (oder eine andere reduzierende Substanz z. B. 
organischer Natur) vorkommt, die die Arsensiiure in salzsaurer 
Lisung rasch reduziert. Mir scheint aus chemischen Uberlegungen 
die erste Annahme (priiformierte arsenige Siiure) die wahr- 
scheinlichere. 

Ein sehr interessanter Schluf scheint mir schon jetzt gestattet, 
dali der Muschelkalk und die aus ihm stammenden Wisser 
iirmer an Arsen sind als der bunte Sandstein und die daraus 
zutage tretenden Quellen. Besonders tritt das an den Kessel- 
steinen hervor. Man kann ja wohl sagen, eine bestimmte Menge 
von Kesselstein aus einem Buntsandsteinwasser stellt den Riick- 
stand einer absolut viel groferen Wassermenge vor als die 
gleiche absolute Menge Kesselstein von einem Muschelkatk- 
wasser. Das ist im allgemeinen sicher richtig. Aber ick habe 
auch aus Muschelkalk Kesselstein, der den Riickstand einer sehr 
groben Wassermenge darstellte, weil im Vorwirmer schon das 
meiste ausgefallen war, nur eine eben nachweisbare Spur von 
Arsen gefunden, so bei der Untersuchungsnummer d), die sicher 
den Riickstand einer sehr grofen Wassermenge ausmachte, — 
Immerhin ist der Schlub vorderhand nur ein Wahrscheinlich- 
keitsschluB. Den entscheidenden Versuch, grobe Mengen von 
Quellwasser aus den beiden Gebieten direkt einzudampfen und 
den Riickstand zu priifen, habe ich noch nicht angestellt. Kurz 
sel angefiigt, daf der Verfasser einer unter meiner Leitung 
ausgefithrten Dissertation, Herr L. Lehenbauer (Wiirzburg 1903), 
in Gesteinen der Lettenkohle und des Keupers noch weniger 
As gefunden hat als im Muschelkalk. Ich habe diese Versuche, 
weil die Methode nicht fehlerfrei war, hier nicht aufgenommen. 

Es ist eine selbstverstiindliche Forderung, dab die prin- 
zipielle Frage der Arsenzufuhr in den menschlichen Korper 
sicher geklirt sei, bevor man biindige Schliisse iber den Arsen- 
gehalt zieht, den man in tierischen Organen gefunden hat. 
Wenn Armand Gautier in Paris in den Schilddriisen von 
Schlachttieren Arsen nachweist, wiihrend dies in Wien nicht 
gelingt, so ist der nachste Schluf der, dali der Arsengehalt 
der Glandulae thyreoideae an beiden Orten verschieden ist. — 
Der sehr verschiedene Gehalt der Trinkwiasser an verschiedenen 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. St 
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Orten ist ja lange bekannt. Von Hofmann-Leipzig ist er- 
wiesen, dab das Leipziger Trinkwasser gegen 1/10 mg As im 
Liter enthalt. Von denjenigen Wasseranalysen, die am_ griind- 
lichsten durchgefiihrt sind (das sind die Mineralwiisser) ist bei 
vielen ein Arsengehalt erwiesen, bei anderen wieder kein Arsen 
gefunden. ') gewisse Organe kérperfremde Elemente, die 
in Spuren in den Organismus eingefiihrt werden, in besonderen 
Mengen festhalten und aufspeichern, wissen wir vom Jod fiir 
die Schilddriise, vom Blei fiir verschiedene Organe. Es sind 
also viele Vorfragen zu entscheiden, bevor die Grundfrage des: 
natiirlichen Arseniks spruchreif wird. 

Andererseits ist es fiir den biologen von Bedeutung, ge- 
wisse Unterschiede der Lebensbedingungen des Menschen fiir 
verschiedene Gegenden aufzufinden. Es ist also von Interesse, 
hervorzuheben, dafi die Menschen, die auf dem bunten Sand- 
stein, auf dem Muschelkalk usw. wohnen, mit ihrer Nahrung 
wahrscheinlich verschiedene Arsenmengen aufnehmen. Es 
kntipfen sich hier sofort verschiedene Fragen an, die direkter 
Untersuchung zugiingig sind. 


Kine weitere, sehr interessante, aber auch sehr miihsame 
Aufgabe ist es jetzt, die wichtigsten Gesteinsarten auf Arsen- 
vehalt zu prifen. Nur einige wenige Pauschanalysen habe ich 
bisher ausgefiihrt. Diese haben ergeben, daf in den sogenannten 
Eruptiv-Gesteinen (oder vielleicht richtiger gesprochen in den 
Silikaten) kein Arsen enthallen ist) Syenit erwies sich frei, 
ebenso Granit, aber auch Basalt! Das letzte Ergebnis war mir 
besonders interessant. Man kann ja von vornherein sagen, dab 
die sogenannten sauren Gesteine (Uberschu} von Kieselsiiure- 
Valenzen iiber die Basen-Valenzen) sich arsenfrei erweisen 
miissen, wenn man iiberhaupt annimmt, dal diese Gesteine 
sich einstmals in feuer-fliissigem Zustande befunden haben 
(Fliichtigkeit des Arseniks!). Aber auch in einem  basischen 
Silikat, das ist im Basalt, fand ich nach der Chlorarsen-Methode 
keine Spur von Arsen. (Allerdings enthielt der Basalt Ein- 
schliisse von Eisen, sodai durch die Wasserstoffentwicklung 
AsH, verloren gegangen sein kann. Es miibte aber auch Chilor- 
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arsen entstanden sein, von dem keine Spur nachweisbar war. 
Auch fiir AsHs war keine Anzeige gegeben.) Bisher besitze ich 
nur Priifungen der oben genannten Gesteine. 

Uber gewisse allgemeine Folgerungen siehe Anmerkung 5. 


Die Versuche, die ich endlich tiber den Arsengehalt tierischer 
Organe angestellt habe, sind nach derselben Methode durch- 
gefiihrt: aus der in starker Salzsdure gelosten Substanz, das 
vorhandene Arsen als Arsenchloriir dampfférmig abzutreiben und 


dann in dem Destillat nachzuweisen. — Ich habe bisher in 
keinem Organ eines normalen Tieres Arsen sicher auffinden 
kénnen. — Ich habe es zuniichst in Tierzaéhnen aufgesucht, 


von der Uberlegung ausgehend, daB bei der angenommenen 
Substitution von Phosphorsaéure durch Arsensiiure in den groben 
Mengen des in den Ziihnen aufgespeicherten phosphorsauren 
Kalks gewisse Mengen von Arsen nachweisbar sein miifiten 
oder kénnten. Ich habe zuerst in 90 g fein gepulverter Ochsen- 
ziithne nichts gefunden: darnach in 250 g derselben Zahne (aus 
dem Wiirzburger Schlachthof) ebenfalls nichts. — Es stimmt 
das zu dem eingangs besprochenen bBefund von Orfila, der in 
den Knochen kein As nachweisen konnte. — Weiterhin habe 
ich mit der gréBten Sorgfalt Schilddriisen hiesiger Schlacht- 
tiere untersucht: immer mit negativem Erfolg. 

Nun muf ich bemerken, daf dieser mein Befund durch- 
aus nicht als bestimmte Widerlegung der Angaben von Armand 
Gautier und G. Bertrand genommen werden darf. Neben 
anderen Griinden ist vor allem meine Methode wesentlich von 
der der genannten Chemiker verschieden. Weiterhin muf ich 
besonders darauf aufmerksam machen, daf es organische Arsen- 
verbindungen gibt, die nach der von mir benutzten Methode 
keine Anzeige von Arsen liefern wiirden, so z. B. Kakodylsiiure. 
Die letztere wird bekanntlich selbst von Konigswasser und 
Chromsiiure nicht angegriffen. Es ist also wohl denkbar, dal 
tierische Organe Arsen enthalten, die nach den von mir ver- 
wendeten Methoden keinen Arsengehalt anzeigen; es ist des- 
halb durchaus notwendig, die Methoden zu befolgen, die bisher 
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zu positiven Resultaten gefiihrt haben. Ich habe nach dem von 
Armand Gautier angegebenen Verfahren nicht untersucht. 

Das muff ich ausdriicklich erwiihnen, dab ich bei der 
Weiterbehandlung des aus den Tierorganen gewonnenen salz- 
sauren Destillates die zuverliissigsten Methoden verwendet habe, 
die fiir die Darstellung kleinster Arsenmengen ausgebildet sind. 
Das Destillat wurde erwiirmt, wiederholt durch langere Zeit mit 
Schwefelwasserstoff behandelt, der ausgeschiedene Niederschlag 
(Schwefel) in Ammoniak gelést und die daraus mit Schwefel- 
siure dargestellte Losung sorgfiltig mit Salpetersaiure oxydiert 
und endlich nach zuverlissigem Verjagen aller Salpetersdure 
die schwefelsaure Loésung in den elektrolytischen Apparat ge- 
geben. Auf diese Weise sind Arsenmengen darstellbar, die 
sonst nicht sicher nachgewiesen werden kénnen. Nach dieser 
Art des Vorgehens habe ich speziell die Schilddriisen und die 
Ochsenziihne gepriift, ohne eine Spur von Arsen zu erhalten! 
Es ist also immerhin — mit den notwendigen Restriktionen — 
die Wahrscheinlichkeitsdiagnose gestattet, daBh in den gepriften 
Substanzen kein Arsen vorhanden war. 

Kurz sei erwahnt — weil ich direkt darum befragt worden 
bin —, daB die sonst so vortreffliche Methode von Gosio fiir 
den Nachweis der hier in Betracht kommenden Arsenmengen 
unbrauchbar ist, mir wenigstens so erscheint.*) Alle Kultur- 
substrate fiir die Zucht des Penicillium brevicaule haben an 
sich schon einen gewissen Geruch, neben dem die minimalen 
Spuren des fliichtigen Arsens nicht sicher zu erkennen_ sind. 
Ich habe verschiedene Nihrunterlagen fiir das Penicillium 
brevicaule durchprobiert und im Reismehl (mit Wasser an- 
vebriiht) ein fast ganz geruchloses Niihrsubstrat gefunden. Trotz- 
dem habe ich die Versuche nicht fortgesetzt! — Der Mensch 
ist kein Geruchs-, sondern ein Augentier! 


Anmerkungen. 


1. Armand Gautiers Methode und Hypothesen sind kurz referiert 
von Hédlmoser in dieser Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 330ff. — Daselbst 
die Literatur. 

Czerny, eodem loco, Bd. XXXIV, 5. 408. 
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Armand Gautier, eodem loco, Bd. XXXVI, S. 391. 
G. Bertrand, C. R., Bd. CXXXIV, S. 1434, ete., ete. 

Die auferordentlich reiche Literatur ist mit Hilfe des Chem. Zentral- 
blattes leicht zu finden. 

2. Ich beniitze den Apparat schon seit mehreren Jahren. Confer 
z. B. die Dissertation von Otto Wieser, Wiirzburg 1903. 

3. Siehe z. B. Dragendorff, Die gerichtlich-chemische Ermittelung 
von Giften, 3. Aufl., S$. 353. Die spater gegebenen Ergiinzungen (FE. Fischer, 
Classen, Piloty...) stehen in den Berliner Berichten. 

4, Angaben hieriiber z. B. bei Dragendorff, Die gerichtlich- 
chemische Ermittelung ..., 5. 370, Fufizitat u. a. a. O. 

5. Die Frage nach der Bindungsart, in der Arsen in den Gesteinen 
vorkommt, ist interessant genug, um sie hier kurz zu beriihren. Unter 
den chemischen Bedingungen, wie sie primar bei der Bildung fester 
Gesteine zuerst geherrscht haben, ist Arsen wahrscheinlich nur als solches 
oder als Metallarsenid méglich gewesen. Eine Sauerstoffverbindung ist 
nicht gut denkbar; in und mit den Silikaten ist Arsen darum chemisch 
nicht zusammenzubringen. — Vorstellungen, wie sie van t’Hoff fiir die 
Abscheidung von Salzen aus gemischten Lésungen entwickelt hat, kommen 
nur fiir viel kompliziertere Bedingungen (Temperatur, Druck) hier zur 
Anwendung. 

Nimmt man einmal die gerade ausgesprochene Hypothese an, so 
ist die arsenige Saiure immer als eine sekundére Bildung aufzufassen 
und ihr Vorkommen in gewissen Gesteinen ist dann nicht ohne eine 
gewisse allgemeine Bedeutung. Wenn der Buntsandstein — was Ja noch 
zu beweisen ist — immer bestimmte Mengen von arseniger Séiure ent- 
hilt, so kann er nicht ausschliefliches Verwitterungsprodukt eines arsen- 
freien Urgesteines sein. Es kann also der leicht erweisbare Arsengehalt 
einer Gesteinsart von Bedeutung fiir die Lésung geognostischer Fragen 
werden. 

6. Gosio, Berliner Berichte, Bd. XXX, 5. 1024. 

Maassen, Arbeiten d. kais. Gesundh.-Amts, Bd. XVIII, $S.175 — 189. 
Abel-Buttenberg, Zeitschrift f. Hygiene. Bd. XXXII, 5. 449 ete. 


Uber das Nucleoproteid der Leber. 
IV. Mitteilung.!) 
Von 


J. Wohlgemuth. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20, April 1905.) 


In dieser bereits angekiindigten Mitteilung soll berichtet 
werden tiber die Mono- und Diaminosiiuren, aus denen das 
Lebernucleoproteid im wesentlichen besteht. Eine solche Unter- 
suchung erschien wiinschenswert, einmal um tiberhaupt ein 
Urteil dariiber zu bekommen, aus welchen Bausteinen die Kern- 
substanz der Leber sich zusammenfiigt, dann aber auch um 
die gefundenen Resultate mit denen an anderen EiweifSkorpern 
erhobenen vergleichen zu kOnnen. 

Das zur Hydrolyse verwandte Priaparat war der Rest von 
dem zur Bestimmung der Purinbasen dargestellten und stand 
mir in der Menge von 97g zur Verfiigung. Ihre prozentuale 
Zusammensetzung war folgende: C=45,22°%o0, H=5,72°/o, 
N = 16,67°/o, P== 3,06°/o, S==0,657*/o. 

Diese Substanz wurde nach der Vorschrift von Kossel 
und Kutscher?) mit dem dreifachen Gewicht Schwefelsaure 
(300 g) und dem sechsfachen Volumen Wasser (600 ccm) 9 
Stunden lang am Riickflubkiihler auf einem Baboblech erhitzt. 
Nach dieser Zeit war die gesamte Substanz in Losung gegangen 
und die Biuretreaktion verschwunden. Aus dieser Lésung wurde 
die Schwefelsiiure bis auf einen ganz geringen Rest mit Baryt 
ausgefillt und das Filtrat und siimtliche Waschwasser  vor- 


Friihere Mitteilungen siehe: 1. Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI], 
S. 475 (1903); 2. Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 519 (1904); 3. Berichte 
d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. XXXVI, S. 4362 (1904). 

*) Kossel und Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XXX1, 8. 165. 
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sichtig auf dem Wasserbad eingeengt, bis sich Kristalle ab- 
schieden. Dieselben erschienen unter dem Mikroskop als typische 
Tyrosinnadeln. Nach 24stiindigem Stehen in der Kalte war 
die Abscheidung von Tyrosin beendet; die Kristalle wurden 
scharf abgesaugt, mit kaltem Wasser und Alkohol gewaschen 
und zur Analyse aus verdiinntem Ammoniak unter Zusatz von 
Knochenkohle umkristallisiert. Die Ausbeute betrug 3,5 g. Das 
Filtrat vom Tyrosin wurde mit konzentrierter Phosphorwolfram- 
siiturelOsung im UberschuB versetzt, der Niederschlag abgesaugt 
und mit verdiinnter Phosphorwolframsiiure gewaschen. Nieder- 
schlag und Filtrat erfuhren dann weiter folgende Bearbeitung. 


Niederschlag. 


Derselbe wurde in der iiblichen Weise mit Baryt zerlegt 
und der Baryt durch Einleiten von Kohlensdure entfernt. Zur 
Eliminierung der Purinbasen wurde alsdann das Filtrat mit 
Salpetersiiure schwach angesiiuert und mit Silbernitratlosung 
in geringem Uberschuf8 versetzt. Die Fiillung wurde nicht 
weiter beriicksichtigt, das Filtrat dagegen mit H,S entsilbert 
und abermals mit Phosphorwolframsiiure gefallt. Der Nieder- 
schlag wurde wiederum mit Baryt zerlegt und der Baryt durch 
Kohlensiiure niedergeschlagen. In der hieraus resultierenden 
Losung muften die Hexonbasen enthalten sein. Die Trennung der 
einzelnen Korper von einander geschah so, das zuniichst das 
Histidin als Quecksilbersalz isoliert wurde. Zu dem Zwecke 
wurde die Fliissigkeit mit H,SO, leicht angesiiuert und dann 
mit der nach Vorschrift von Kossel und Patten’) hergestellten 
Quecksilbersuifatlbsung in hinreichender Menge versetzt. Nach 
24stiindigem Stehen wurde der Niederschlag abgesaugt und 
mit 5°/oiger H,SO, mehrmals gewaschen. Alsdann wurde er 
mit H,S zersetzt und die hieraus resultierende LoOsung bis auf 
ein kleines Volumen eingeengt. Der in ihm enthaltene N_ be- 
trug — nach Kjeldahl in einem aliquoten Teil zuvor bestimmt 
— im ganzen 00,1938 g. Danach berechnet sich die Histidin- 
menge auf 0,723 g. Aus der zum Sirup eingeengten Loésung 


‘) Kossel und Patten, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 39. 
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schieden sich beim liingeren Stehen im Exsikkator zahlreiche 
Kristalle ab, die ganz die Form zeigten, wie sie Kossel!) fiir 
das Histidin beschreibt. Da es nicht gelang, sie von der 
Mutterlauge befriedigend zu trennen, wurde die ganze Fraktion 
noch einmal mit Phosphorwolframsiure gefallt und nach Zer- 
legung durch Baryt mit Quecksilberchlorid behandelt. Beim 
Zersetzen des Quecksilberniederschlages ging leider die ganze 
Substanz durch einen Unfall verloren. 

Das Filtrat von der Quecksilbersulfatfillung wurde durch 
von dem in der Losung enthaltenen Quecksilber befreit, 
die Schwefelsiure mittels Baryt ausgefallt und der Baryt durch 
Kohlensiiure vollkommen entfernt. Die Trennung des Arginins 
und Lysins geschah nun so, dab zunachst das Lysin mittels 
wkoholischer PikrinsiiturelOdsung als Pikrat isoliert wurde: es 
resultierten ca. 3,5 g. Daraus ergibt sich die Menge der freien 
Diaminosiiure zu 1,08 g. Das Pikrat kristallisierte nach zwei- 
maligem Umkristallisieren in schonen glanzenden Nadeln aus. 

O.1511 g Substanz gaben 23,9 ccm N (17°, 764 mm) 
Gefunden: N = 18.46%. 
CH,4N,O, - - (OH) Berechnet: N = 18,67 

Aus dem Filtrat der Lysinfraktion wurde in der iiblichen 
Weise die in Losung gegangene Pikrinsiiure entfernt, und nach- 
dem es durch Kochen mit Knochenkohle von den letzten Bei- 
mengungen befreit war, wurde in ihm der N-Gehalt nach 
Kjeldahl bestimmt. Er berechnete sich fiir die gesamte Fliissig- 
keitsmenge 1,033%4 g N. Das entspricht einem Arginingehalt 
von 3,38 ¢. Das Arginin wurde nach der Vorschrift) von 
Steudel?) als Pikrolonat isoliert: schon nach einmaligem Um- 
kristallisieren gelangte man zu einem kristallinischen Produkt. 

0.1623 ¢ Substanz gaben 35,2 ccm N (17°, 760 mm) 
Gefunden: N = 25,18" 
C,H,,N,0, C,,H,N,O, Berechnet: N = 25,57 


') Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. XXII, 5. 285. 

7) Steudel, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 219, und Bd. XLIV, 
S. 157. Die Pikrolonsiiure habe ich zu einem verhaltnismafig geringen 
Preise von Dr. Schuchardt-Gorlitz bezogen. 

*) Der N-Gehalt berechnet sich fiir 1 Mol. Arginin +- 2 Mol. Pikrolon- 


siure zu 25.26%. 
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Es waren somit in 95 ¢ Leberproteid enthalten 0,723 g 
Histidin(?), 1,08 g Lysin und 3,38 g Arginin, vorausgesetzt 
natiirlich, dab sich die nach Kjeldahl bestimmten N-Mengen 
allein auf Hexonbasen beziehen, und dai nicht durch die An- 
wesenheit noch bisher unbekannter basischer Spaltprodukte die 
Werte wesentlich beeinflubt worden. sind. 


Filtrat. 

Dasselbe wurde zunichst von der geljsten Phosphorwol- 
framsiiure durch Baryt befreit und der UberschuS von Baryt 
quantitativ mittels H,SO, entfernt. Filtrat) und Waschwasser 
wurden auf dem Wasserbad bis zum Sirup eingeengt und der 
Kristallisation iiberlassen. Nach 48 Stunden war fast die ganze 
Masse kristallinisch erstarrt. Sie wurde scharf abgesaugt, mit 
wenig Eiswasser und mit 60° oigem Alkohol gewaschen. Unter 
dem Mikroskop betrachtet, bestand sie aus typischen Leucin- 
kugeln. Nach einmaligem Umkristallisieren aus Wasser unter 
Zusatz von Knochenkohle resultierten 6,0 g Leucin. Ein Teil 
des Materials wurde zur Darstellung des Kupfersalzes verwandt 
und das Salz, um auf die Anwesenheit von Isoleucin zu 
prifen, nach Ehrlich?) mit Methylalkohol am Riickflubkiihler 
gekocht: es ging aber nichts in Loésung. 

0.2779 ¢ Substanz lieferten 0.0688 ¢ CuO = 19.77% Cu 

(C,H,,- NO,),Cu Berechnet: Cu = 19,62. 


ll. 


Das Filtrat der Leucinkristallisation nebst Waschwassern 
wurde auf ein kleines Volumen eingeengt und nach der Vor- 
schrift von Emil Fischer?) verestert. Zu diesem Zweck 
wurde der dunkelbraune, sirupdse Riickstand in 500 cem = ab- 
solutem Alkohol gelOst und in einem Kolben mit gasformiger 
Salzsiure, zuletzt unter Erwiirmen auf dem Wasserbad gesiittigt. 
Da bei der Veresterung wieder erhebliche Mengen von Wasser 
entstehen und diese die Reaktion, wie bekannt, wesentlich 


1) Ehrlich, Ber., Bd. XXXVI. 1821. 
2) Emil Fischer, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, 5. 151 (1901. 
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beeintrachtigen, wurde unter vermindertem Druck eingedampft, 
der Riickstand abermals in 500 cem absolutem Alkohol gelost 
und mit Salzsiiure gesiittigt. Um eine mdglichst giinstige Aus- 
beute zu erzielen, wurde diese Prozedur im ganzen fiinfmal 
vorgenommen. Beim Verdampfen des Alkohols im Vacuum 
begann die Auskristallisation von salzsaurem Glykokollester, 
die nach mehrstiindigem Stehen beendet zu sein schien. Die 
Kristalle wurden abfiltriert, mit Alkohol gewaschen und dann 
in Wasser geldst. Nach der in der iiblichen Weise vorge- 
nommenen Verseifung wurde in der Lésung die HCl] mittels 
Bleikarbonat entfernt, das geléste Blei durch H,S ausgefallt 
und das Glykokoll als Cu-Salz isolert. 

0.2669 ¢ Substanz leferten O1013 CuO = 30,31%/0 Cu 

0.1922 » > » 0.1579 » CO, und 0.0676 g H,O 

(iefunden: 22.41% C; 3,91°%o H: 30,3L°/o Cu 
(C,H,NO,),Cu Berechnet: 22,7°%o (C; 3,78°o H; 30,02°/o Cu 
Ausbeulte: O85 g Cu-Salz = 0,6 g¢ freies Glykokoll. 


Das alkoholische Filtrat des salzsauren Glykokollesters 
wurde zur Destillation der tibrigen in ihm noch enthaltenen 
Ester giinzlich von Alkohol befreit, der Riickstand mit 500 ccm 
Wasser aufgenommen, unter sorgfiiltiger Kiihlung mit der er- 
forderlichen Menge Natronlauge, dann mit Kaliumkarbonat ver- 
setzt und dieses ganze Gemisch mit 500 cem Ather griindlich 
durchgeschiittelt.. Die Extraktion mit der gleichen Menge Ather 
geschah dreimal, wobei stets noch etwas festes Kaliumkarbonat 
zugegeben wurde. Die vereinigten iitherischen Ausziige wurden 
nach Vorschrift 5 Minuten mit Kaliumkarbonat geschittelt, dann 
abgegossen und ca. 12 Stunden mit frisch gektihltem Natrium- 
sulfat getrocknet. Nachdem der griBte Teil des Athers durch 
Destillation entfernt war, wurde der Rickstand bei 14 mm 
Druck zuerst im Wasserbad, dann iiber freier Flamme ab- 
destilliert. Die Destillation der Ester ergab folgende Fraktionen: 


Fraktion I: von 35— 65° = 3 g 
Il: > 6d—1008 = 5 » 
> II: » 100—130° = 6 » 


IV: > 130—160° = d » 
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Fraktion I. 
wurde durch 6stiindiges Kochen mit der 20fachen Menge 
Wasser verseift, dann die in ihr enthaltene Siiure als Kupfer- 
salz isoliert. Sie kristallisierte nach 2maligem Umkristallisieren 
in gliinzenden Prismen und Plittchen, ganz wie das Alanin- 
kupfer, und gab auch fiir diese Verbindung stimmende Ana- 
lysenwerte. 
0.2456 g Substanz lieferten 0.0833 g CuO 
0.2112 » > > 0.2301 » CO, 01007 ¢ 
Gefunden: 26,68°/o Cu 
29,77 C 
5,3 H 
C,H,.N.O,Cu Berechnet: 26,5190 Cu 
30.06 C 
H 
Ausbeute: 2.72 ¢ Alaninkupfer = 2.0 g Alanin. 


Fraktion II. 


Das Produkt wurde mit der 10fachen Menge Wasser 
8 Stunden am Riickflubkiihler gekocht und, um die in ihm ent- 
haltenen Siuren ebenfalls als Cu-Salze zu isolieren, nach starker 
Verdiinnung mit Kupferkarbonat erhitzt. Vom iiberschtissigen 
Cu-Karbonat wurde abfiltriert, das Filtrat zur Trockne einge- 
dampft und das trockne Pulver mit Methylalkohol im Soxhlet- 
apparat extrahiert: dabei ging der grébte Teil in Lésung. Der 
Riickstand erwies sich als Leucinkupfer, 
0.2779 g Substanz gaben 0,0688 g CuO 
Gefunden: 19,77°,0 Cu 
C,,H,,N,0, Cu Berechnet: 19,62°/o Cu, 
wihrend das aus dem methylalkoholischen Auszug_ isolierte 
Salz a-prolinsaures Kupfer war. Es kristallisierte in) schonen 
Drusen erst nach langerem Stehen im Exsikkator. 
0.2644 g Substanz gaben 0,0722 g CuO 
0.1666 » >» 0.2508 » CO, + 0,0899 H,O 
Gefunden: 21,81°o Cu; 41,05°%/0 C; 5,6 %o H 
CyoH,,0,N,Cu Berechnet: 21,63°o Cu; 41,16°%o C; 549°%o H. 
Da das Kupfersalz in Methylalkahol lOslich war,!) haben 
wir es mit der aktiven Form des a-Prolins zu tun: 
Ausbeute: 0.82 g Cu-Salz = 0,65 g freie Siéure. 


') Emil Fischer, 1. ¢. 
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Fraktion UL. 


Das Estergemisch wurde zuniichst mit Wasser versetzt 
und die wiisserige Losung mit Ather extrahiert. Der Ather- 
extrakt wurde zusammen mit der niichsten Fraktion verarbeitet, 
withrend die in Losung gebliebenen Ester auf dem Wasserbad 
in der tiblichen Weise mit Barytwasser verseift wurden. Nach- 
dem der Baryt zuerst mit Kohlensiiure und der Rest quantitativ 
mittels H,SO, ausgefallt war, wurde das Filtrat eingeengt und 
aus der stark konzentrierten Losung die Glutaminsiiure durch 
Kinleiten von Salzsiiuregas als Hydrochlorat abgeschieden. 

O1771 Substanz gaben 0.2117 CO, +- 0,0872 ¢ H,O 
Gefunden: $2,61°/0 C; 5,58%o H 
C.H,,NO,Cl Berechnet: 32,76%/o 5,47°o H. 
Ausbeute: 1,24 g Glutaminchlorhydrat = 1,0 ¢ Glutaminsiure. 

Das Filtrat des Glutaminsaéurechlorhydrats wurde durch 
Kochen mit Bleikarbonat von der Mineralsiiure befreit und das 
gelOste Blet aus dem Filtrat mit Schwefelwasserstoff entfernt. 
Aus der zuriickbleibenden Fliissigkeil konnte ein schwerlosliches 
Kupfersalz in geringer Menge gewonnen werden, das nach der 
Analyse als asparaginsaures Kupfer anzusprechen war. 

O.1881 ¢ Substanz gaben 0.2088 CO, 0,0553 H,O 

Gefunden: 29,55°/o C; 3,82°/o H 
C.H,,N,O,Cu Berechnet: 29,68°/o C; 3,71°)0 H. 
Ausbeute: 0,25 g asparaginsaures Cu = 0,2 ¢g Asparaginsiiure. 


Fraktion IV. | 

Zur Trennung des Phenylalaninesters von den andern leicht 
lOslichen Verbindungen wurde das Gemisch mit der siebenfachen 
Menge kalten Wassers geschiittelt, das ausgeschiedene Ol durch 
Filtration abgetrennt, nochmals gewaschen und mit dem ather- 
ischen Auszug der vorigen Fraktion vereinigt. Die Verseifung 
des Esters geschah mittels Barytwasser und war nach mehr- 
stiindigem Erhitzen auf dem Wasserbad beendet. Aus der 
wiisserigen LOsung, die vorher vom Baryt quantitativ durch 
H,SO, befreit war, gelang es indes nicht, ein kristallinisches 
Produkt darzustellen. Daf der Sirup eine nicht unbetracht- 
liche Menge von Phenylalanin enthielt, dafiir sprach der’ stark 
positive Ausfall der Probe mit Kaliumbichromat und Schwefel- 
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siure. — Das Filtrat vom Phenylalaninester wurde durch zwei- 
stiindiges Kochen mit Baryt verseift: beim Einengen und Er- 
kalten schied sich ein schwerldsliches Barytsalz kleinen 
Plattchen nach Art des glutaminsauren Baryts ab. Eine 
Analyse konnte bei der geringen Menge nicht ausgefiihrt werden, 


Riiekstand. 


Beim Uberdestillieren der Ester war im Destillationskolben 
ein Rtickstand verblieben, aus dem beim Erhitzen iiber 160° 
sich kein Destillat ohne Zersetzung mehr austreiben lie}. Aus 
diesem war es nach Verseifen des Riickstandes mit Baryt ge- 
lungen, zwei Siiuren zu isolieren, denen man bisher unter den 
Kiweiispaltprodukten noch nicht begegnet war, und die mit 
den neuerdings von Skraup!') beschriebenen in eine Gruppe 
gehoren, die Oxyaminokorksiure C,H,,NO, und die Oxy- 
diaminosebazinsaure Beide wurden als Kupter- 
salze gewonnen, die erste allerdings nur in so geringer Menge, 
dah sie gerade zur Analyse reichte, die andere dagegen in 
solcher Ausbeute, dafi aus dem Rest des Kupfersalzes die freie 
Sdure kristallinisch dargestellt und analysiert werden konnte. 
Aus dem Verhiiltnis von N:Cu:C ist zu schlieBen, dab es sich 
in beiden Fallen um Korper der aliphatischen Reihe handelt. 
Es ist bereits an andrer Stelle tiber diese beiden Siiuren be- 
richtet worden und muf beziiglich der Isolierung und der ana- 
lytischen belege auf jene Mitteilung*) verwiesen werden. Hin- 
sichtlich der Oxydiaminosebazinsiiure konnen die bisher 
gegebenen Daten noch erweitert werden. Sie liefert mit Phos- 
phorwolframsiure eine Fiillung, die sich jedoch schon im ge- 
ringsten UberschuB glatt list, gibt eine schwache, aber deut- 
liche Pyrrolreaktion und ist vollig geschmacklos. Den mir noch 
zur Verfiigung stehenden Rest von ca. 0,1 g benutzte ich zur 
Darstellung der Phenyleyanatverbindung. Zu dem Zweck 


') Skraup, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 274 (1904). 

*) Die Bezeichnung ist nur auf Grund der Zusammensetzung der 
Siuren gewahit; ihre Konstitution ist unbekannt. Ich hoffe demniichst 
iiber letztere berichten zu kénnen. 


3) s. Berichte, Bd. XXXVII, 8. 4362 (1904). 
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wurde die Siture in NaOH gelést und mit der berechneten Menge 
Phenvicyanat unter standiger Kihlung geschiittelt. Vom ent- 
standenen Diphenylharnstoff wurde abfiltriert und aus dem Filtrat 
dureh Zusatz von Salzsiiure der neue Korper ausgefiillt. Die 
schneeweibe Verbindung wurde zur Reinigung einmal in Alkohol 
velost und durch Zusatz von Wasser zur Abscheidung gebracht. 
Dabei gelangte man zu einem schon _ kristallinischen Produkt, 
dessen lange rhombische Nadeln holzscheitfOormig tibereinander 
gelagert waren. Schmelzpunkt 206°. 
0.1065 Substanz gaben 10,5 ccm N (18°, 760 mm) 
Gefunden: N = 11.39% 
C,,H,.N,O, Berechnet: N = 11,52 °/o 


Ausbeute der Oxydiaminosebazinsdure: 1,5 g Cu-Salz = 1,2 g freie Siiure 


>» Oxyaminokorksiiure: 05» » = 038» » > 
Ergebnisse. 


Wenn wir die Resultate siimtlicher am Leberproteid vor- 
genommenen Spaltungsversuche noch einmal kurz zusammen- 
fassen, so ist es gelungen, folgende 18 Produkte aus ihm = zu 
isolieren: I-Nylose, XNanthin, Hypoxanthin, Guanin, 
Adenin, Histidin(?), Arginin, Lysin, Tyrosin, Leucin, 
Gliykokoll, Alanin, Gluta- 
minsiiure, Asparaginsiure, Phenylalanin, Oxyamino- 
korksiture, Oxydiaminosebazinsiiure. Und damit ist 
sicherlich die Reihe der einzelnen Bausteine, aus denen sich 
das Nucleoproteid zusammenftigt, noch lange nicht erschdpft. 
Z. B. konnte bei diesen Spaltungsversuchen gar nicht beriick- 
sichtigt werden der schwefelhaltige Komplex, der nach dem 
Prozentgehalt des Schwefels zu schlieBen (0,637 °/0) ganz be- 
triichtlich sein dirfte, ferner aus Mangel an Material die neuer- 
dings in verschiedenen Nucleinsiiuren entdeckten Korper wie 
Uracil, Thymin und Cytosin, von denen der eine oder andre 
aller Wahrscheinlichkeit nach sich auch im Leberproteid finden 
diirfte. Immerhin geben die bisher isolierten Produkte wenigstens 
annihernd ein bild von der Zusammensetzung des Leberproteids. 
— Was die gefundenen Mengen anbetrifft, so bedeuten dieselben 
fiir Histidin und Arginin aus bereits oben angedeuteten Griinden 
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Maximalwerte, fiir alle iibrigen Spaltprodukte dagegen Minima!- 
werte. So darf man beispielsweise annehmen, dali die Ausbeute 
an Glutaminsiure eine weit grobere gewesen wiire, wenn man den 
sonst tiblichen Weg der spontanen Auskristallisation eingeschlagen 
hiitte. Am deutlichsten wird der Unterschied der beiden Methoden 
speziell fiir diesen Punkt klar, wenn man vergleicht den hohen 
Wert, den Kutscher?) fiir den Gehalt des Thymushistons an 
Glutaminsiiure angibt, und den geringen, den Abderhalden und 
Rona?) bei der an dem néimlichen KOrper angewandten Ester- 
methode gefunden haben. Wihrend Kutscher eine Ausbeute 
von 3,66° 0 Glutaminsiiure erzielt hat, geben die beiden andern 
Autoren 0,55°/9, also nur den 7. Teil an! Und dasselbe. gilt 
gewil fiir so manches andre Spaltprodukt. 

Um so tiberraschender ist der verhiiltnismiibig hohe Gehalt 
an Oxysiauren, speziell an Oxydiaminosebazinsiture, der noch 
sogar die Glutaminsiiuremenge tibersteigt. Es rub weiteren 
Untersuchungen vorbehalten bleiben, zu entscheiden, ob speziell 
diese Siiture, der man bisher noch niemals unter den Eiweil- 
spaltprodukten begegnet ist, sich nicht auch in andern Eiweili- 
koérpern derselben Kategorie findet. In erster Linie wiirde man 
zu diesen Untersuchungen heranziehen miissen die Nucleoproteide 
andrer Organe und ferner die Histone. Vielleicht, dab sie in 
all jenen Korpern anzutreffen ist, in denen auch sonst basische 
Bestandteile in mehr oder minder grober Menge vorhanden sind. 
Sie wiirde dann in dieser Hinsicht dem a-Prolin iihneln, das 
von Emil Fischer?) zuerst im Casein nachgewiesen und von 
dem er gezeigt hat, dali seine Menge dem Gehalt an Diamino- 
siuren parallel zu gehen pflegt. Auch fiir das Leberproteid 
konnte dieser Satz Emil Fischers*) durch das Auffinden von 
a-Prolin bestitigt werden. 

') Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 111 (1899). 

*) Abderhaldenu. Rona, Diese Zeitschrift, Bd. XLL 5.278 | 1904). 

5) Emil Fischer, 1. c. 

4) Emil Fischer, Diese Zeitschrift, Bd. XXAVL. S. 276 (1902). 
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Uber den Sitz der Fermente im Hihnerei. ') 
Von 


J. Wohlgemuth. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20, April 1905.) 


In einer friiheren Arbeit?) habe ich berichtet, daf im 
Hiihnerei Fermente vorhanden sind, welche in Tatigkeit treten, 
soubald man die Eier unter bestimmte Bedingungen gesetzt hat. 
Diese Bedingungen bestehen darin, dafii man ganz frische 
Hiihnereier von der Schale befreit, und Eigelb mit 
einer gewissen Menge Wasser und etwas Toluol versetzt, 
griindlich durcheinander schiittelt, bis ein homogener Brei 
entstanden ist, und diesen brei in einer St6pselflasche einer 
Temperatur von 38° aussetzt. Nach 80—45tiigigem Stehen 
sind betriichtliche Veriinderungen in ihm vor sich gegangen, 
die darauf hindeuten, dab das Eiweifb, das Lecithin resp. Fett 
und der Farbstoff eine Zerlegung bezw. Zersetzung erfahren 
haben. Ich hieraus, dab im Hiihnerei wahrscheinlich 
3 Fermente vorhanden sind, ein proteolytisches, ein lipolytisches 
und ein chromolytisches. 

Im Hinblick auf embryologische Gesichtspunkte war es 
nun interessant, zu entscheiden, in welchem Teil des Eies die 
Fermente ihren Sitz haben, ob im Weibei oder Gelbei oder 
in beiden zugleich. Zu dem Zwecke wurden gesondert sowohl 
mit Weibei wie mit Gelbei autolytische Versuche angestellt. 
Uber die ersteren mag von vornherein mitgeteilt sein, dal 


sie sammt und sonders — es handelt sich im ganzen um 4 
Versuche — negativ ausfielen. Das Weifei konnte also fiir den 


Sitz der Fermente nicht in Frage kommen. 
Ks war somit der Schlub berechtigt, dal die fraglichen 
Fermente im Gelbei zu suchen waren. Und in der Tat wurde 


') Teilweise vorgetragen auf der 76. Versammlung Deutscher Natur- 
forscher und Arzte zu Breslau 1904. 


7 J. Wohlgemuth, Salkowskis Festschrift, Verlag von Hirsch- 
wald, Berlin 1904. 
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durch mehrere Versuche die Richtigkeit dieser Annahme festge- 
stellt. Es wiirde zu mannigfachen Wiederholungen fiihren, wollte 
man auf die Details eines jeden Versuches genauer eingehen. 
Da alle Versuche annithernd in gleicher Weise angeordnet 
waren, diirfte es geniigen, wenn einer von thnen ausfiihrlich 
mitgeteill wird. — Im ganzen wurden & Versuche mit Eigelb 
allein angestellt; davon waren 5 positiv, 3 negativ ausgefallen. 
Dab nicht alle Versuche ein positives Resultat lieferten, glaube 
ich eimerseits darauf zuriickfiihren zu kOnnen, dab vielleicht 
nicht alle Eier sich zu diesen Untersuchungen eignen, andrer- 
seits darauf, dali der Zusatz eines Konservierungsmittels die 
Wirksamkeil der Fermente entschieden beeintriichtigt. Die 
allerersten Versuche niimlich hatten gezeigt, dal bei Zusatz 
von Chloroform nur eine ganz schwache autolytische Wirkung 
auftritt. Erst als mit Toluol allein konserviert wurde, gelangte 
man zu deutlich positiven Resultaten. Aber auch das Toluol dart 
nur in mabigen Mengen zur Anwendung kommen, wenn es den 
Prozels nicht ungiinslig beeinflussen soll. Es hat sich im Laufe 
der Zeit herausgestellt, day man am wenigsten schadet, wenn 
man auf 200 com Fliissigkeit 1—2 cem Toluol zusetzt. Diese 
Menge geniigt vollkommen, um eine Faulnis zu verhiiten. — 
Auber diesen antiseptischen Versuchen wurde auch ein aseptischer 
mit ganzen Kiern (Weibei und Gelbei) angestellt, der tiber 
14 Tage ausgedehnt werden konnte. Dieser Versuch soll weiter 
unten einer besonderen Beschreibung unterzogen werden. — 
Die Versuchsanordnung gestaltete sich nun wesentlichen 
folgendermasen : 

In 5—10 ganz frischen Hihnereiern (briteier) wurde 
das Gelbei mechanisch vom Weibel, so gut es mdglich war, 
getrennt, in einer StOpselflasche mit 250—500 ccm Wasser 
versetzt, gut durchgeschittelt und zu dem brei 2—4 ccm 
Toluol zugefiigt. Dann wurde die Flasche in einen brut- 
schrank (38°) gesetzt und daselbst unter haufigem Durchschiitteln 
4--10 Wochen belassen; dabei wurde hiufig gepriift, ob die 
Losung keinen Fiiulnisgeruch zeigte. Nach Ablauf der Frist 
wurde der Brei auf die Spaltprodukte von Eiweil und Lecithin 
resp. Fett verarbeitet. Ich kann mich bei der Darstellung dieser 
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Untersuchungen ganz kurz fassen. da sie im wesentlichen mit 
den friher mitgeteilten ziemlich genau tibereinstimmten. Der 
srel wurde in zwei ungleich grobe Portionen A und B geteilt 
und dieselben gesondert untersucht. 


Portion A. 


Dieser Teil diente zum Nachweis der Eiweibspaltprodukte. 
und da deren eine verhiltnismibig geringe Menge zu erwarten 
waren, wurden etwa?/s des Breies zu ihrer Isolierung verwandt. 
Dieselbe geschah nun auf folgende Weise: 

Der Brei wurde im Wasserbad bis auf ca. 50° erwiirmt 
und mit ein paar Tropfen H,SO, angesiiuert. Dabei trat eine 
Gerinnung des Eiweibes ein und gleichzeitig setzte sich mit dem 
Kiweib das Lecithin fast vollkommen ab, so dal die dariiber- 
stehende Fliissigkeit fast klar erschien. Dieselbe wurde abfiltriert, 
auf dem Wasserbad bis auf ein Volumen von 100 ecm ein- 
geengt, mit Ather solange im Scheidetrichter extrahiert, als 
noch fettige Produkte iibergingen, und dann zur Abscheidung 
des letzten Restes von Albumosen und Peptonen mit Phosphor- 
wolframsiure behandelt. Das Filtrat dieser Fiillung wurde von 
der iiberschiissigen Phosphorwolframsiure mittels Baryt befreit, 
der Baryt durch Kohlensiure entfernt und die hieraus resul- 
tierende Lésung bis zum Sirup eingeengt. Nach kurzem Stehen 
im Exsikkator war der Sirup — falls der Versuch positiv aus- 
fiel — fast vollig erstarrt und seine mikroskopische Untersuchung 
zeigle, dab er zum egrdbten Teil aus Tyrosin und Leucin 
bestand. Die Trennung dieser beiden KoOrper von einander ge- 
schah so, dab die Kristallmasse scharf abgesogen und dann 
mit wenig Wasser wieder angeriihrt wurde. Dabei ging das 
Leacin in Lésung. Das Tyrosin wurde abfiltriert und einmal 
aus heibem Ammoniak und etwas Knochenkohle umkristallisiert. 
Das schneeweibe Produkt zeigte unter dem Mikroskop die 
typischen zu Biischeln vereinigten Tyrosinadeln und gab die 
Millonsche Reaktion. — Das Leucin wurde aus dem Filtrat 
stets als Kupfersalz in der iiblichen Weise isoliert und zu einer 
Identilizierung des Kupfergehalts bestimmt. Ich fiihre hier und 


weiter unten nur die Analysen von Versuch IV und VE an. 
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Versuch IV: 0.8112 Substanz gaben 0.0772 g CuO 
Vi: 0.2510 » >» 0.0622 >» » 
Berechnet fiir (CgH,,NO,),Cu: Grefunden: 
Cu = 19,62°/o Ca = 19,81°%/o 
Cu = 19.79% 


Weitere Eiweifspaltprodukte konnten in keinem Versuch 
nachgewiesen werden: speziell Cystin, auf das ich, veranlabt 
durch den Befund in den ersten autolytischen Versuchen, ganz 
besonders mein Augenmerk richtete, war niemals zu konstatieren. 


b. 

Mit dieser Portion sollte nachgewiesen werden, dal) bei 
der Autolyse neben dem Eiweif auch das Lecithin eine fer- 
mentative Spaltung erfahren hatte. In den friiheren Versuchen 
hatte ich mich damit begniigt, nur die Anwesenheit freier 
Phosphorsiiure und freien Glycerins festzustellen, und daraus 
eine Zersetzung des Lecithins hergeleitet. Gegen eine solche 
Schlubfolgerung ist aber der Einwand moglich, dab die beiden 
Produkte gar nicht aus dem Lecithin zu stammen brauchen, 
die Phosphorsaiure ehe.so gut von dem Vitellin und das 
Glycerin aus dem Fett herrithren kann. Aus diesem Grunde 
wurde versucht, ein typisches Spaltprodukt des Lecithins, das 
Cholin, zu isolieren, dann aber auch wie bisher freie Phos- 
phorsiiure und freies Glycerin nachzuweisen. Die Verarbeitung 
gestaltete sich dementsprechend folgendermafen: Der Brei wurde 
solange mit Ather extrahiert, bis kein Fett und kein Lecithin 
mehr in ihn tiberging. Dann wurde er auf dem Wasserbad 
fast vollkommen eingeengt und der Riickstand mit Alkohol 
mehrmals extrahiert. Der alkoholische Auszug wurde abge- 
dampft, mit Wasser aufgenommen und in der wiisserigen Losung 
zuniichst freie Phosphorsiiure in der iiblichen Weise und 
dann freies Glycerin nachgewiesen. Der Nachweis des Glycerins 
geschah nach der von Wohl und Neuberg!) angegebenen Me- 
thode, die darin besteht, dafi man die zu untersuchende Losung 
mit Borsiiure erhitzt. Dabei bildet sich aus dem = Glycerin 
Acrolein; dieses ist leicht erkennbar durch einen stechenden 


') Wohl und Neuberg, Berichte der Deutschen chem. Cesellsch., 
1898, Jahrgang XXXI, 8. 2114. 
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Geruch und durch die Fithigkeit seiner Gase, mit Silbernitrat 
getranktes Filtrierpapier zu schwarzen. —- Der Rest der Lésung 
wurde, um etwa vorhandenes freies Cholin zu isolieren, mehr- 
mals mit Ather ausgeschiittelt, dann wieder auf dem Wasser- 
bad eingeengt und mit Alkohol aufgenommen. Zur alkoholischen 
Losung wurde soviel Platinchlorid zugesetzt, als noch ein 
Niederschlag auftrat, die Fallung abgesaugt, mehrmals mit Al- 
kohol, dann mit Ather gewaschen und danach in Wasser 
gelost. Beim langsamen Verdunsten an der Luft blieben orange- 
rote Plattchen und Tafeln, mitunter auch 1—2 cm lange Nadeln 
zuriick, wie sie nach der Angabe von Gulewitsch!) fiir Cholin- 
platinchlorid charakteristisch sind. 


Versuch IV: 0.2113 Substanz heferten 0.0669 Pt 


> VI: O,1811 >» > > 0.0574 » » 
(refunden : Berechnet fiir C,,H,,N,O.CL, - PtCl, : 
Pt 31,69 Pt = 31,63 %o 
Pt = 31,72 


Neben den Versuchen mit isoliertem Kigelb wurde auch, wie 
schon oben mitgeteilt, ein aseptischer Versuch mit ganzen Eiern 
angestelit. Um vollige Asepsis zu erzielen, wurden 6 ganz frische 
Hiihnereier in ihrer Schale gelassen, griindlich mit Wasser und 
Seife gereinigt, mit Alkohol gewaschen und sehlieblich zur Ab- 
tOtung der noch anhaftenden Keime mit Sublimat behandelt. 
Um jede Spur von Sublimat zu entfernen, wurden sie mehr- 
mals mit sterilisiertem Wasser gewaschen, dann in ein vorher 
sterilisiertes Glasgefaib gebracht, nun erst durch kriftiges Schiitteln 
die Schalen zerbrochen und der Inhalt solange durcheinander 
geschiittelt, bis ein homogener brei entstanden war. Dem wurden 
600 ecm sterilisiertes Wasser zugegeben und die ganze Mischung 
abermals griindlich  geschiittelt. Sofort angelegte Kulturen 
(Bouillon und Agar) blieben keimfrei, ebenso fiel am Ende des 
Versuchs’ dieselbe Probe negativ aus. Wiihrend das Gefaf im 
Brutschrank (38°) gehalten wurde, konnte man deutlich die- 
selbe Farbenveriinderung wahrnehmen, wie ich sie in meinen 
friiheren Untersuchungen beschrieben habe: der anfiinglich hell- 
geibe Brei nahm eine hellrote Farbe an. Es schien nicht rat- 


'y Gulewitsch, Diese Zeitschrift. Bd. XXVI, S. 175, 1898/99. 
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sam, den Versuch linger als 14 Tage auszudehnen, sonst 
hiitte man wohl auch weiter beobachten kinnen, wie die hell- 
rosa Farbe mehr und mehr verblabt und die Losung 
lich eine milchigweibe Farbe annimmt. Nach 2 Wochen also 
wurde der Versuch unterbrochen und der Brei auf die ein- 
zelnen Spaltprodukte in der oben geschilderten Weise unter- 
sucht. Es sei hieriiber nur so viel gesagt, dab es gelang, 
Tyrosin und Leucin zu isolieren, ferner auch Cholin und ebenso 
freie Phosphorsiiure nachzuweisen: dagegen war freies Glycerin 
nicht vorhanden. 

Wenn wir noch einmal die Ergebnisse obiger Unter- 
suchungen kurz zusammenfassen, so haben die autolytischen 
Versuche mit Hiihnereiweif gezeigt, dab in ihm Fermente nicht 
enthalten sind. Dagegen finden sie sich im Eigelb, und zwar 
besitzen dieselben in erster Linie die Fihigkeit, Eiweib, Lecithin 
und Fett zu zerlegen. Ihre Kinwirkung auf das  Vitellolutein 
ist eine durchaus schwankende. Wiihrend sie bei der Autolyse 
ganzer Eier deutlich zutage trat (aseptischer Versuch), konnte 
sie bei den positiv ausgefallenen Versuchen mit Kigelb allein nur 
zweimal beobachtet werden und war auch in diesen beiden 
Fiiilen nur ganz schwach. 

Diese Befunde stehen im Einklang mit den Untersuchungen 
Liebermann!) an bebriiteten EKiern, aus denen hervorgelit, 
dafi wiithrend des Briitens in der ersten Epoche der Entwicklung 
eine bedeutende Abnahme namentlich der fettartigen Bestand- 
teile der Eier und gleichzeitig auch ihrer stickstoffhaltigen Sub- 
stanzen statthat. Die Elementaranalyse der Trockensubstanz 
bebriiteter Eier ergab namlich, dafi der Kohlenstoff um !/2, der 
Wasserstoff um ?/,, der Stickstoff um '/, und ebenso der Sauer- 
stoff um 4), des urspriinglichen Gewichts dieser Bestandteile 
abnimmt. Da nun nach den bisherigen Erfahrungen nur verseifte 
Fette im intermediiiren Stoffwechsel eine Rolle spielen, so wird 
das eine unsrer nachgewiesenen Fermente wahrscheinlich die not- 
wendige Lipolyse besorgen, wahrend gleichzeitig das andre seine 
Tiitigkeit bei der Zertriimmerung der Kiweibkorper entfaltet. 


') Liebermann, Pfliigers Archiv, Bd. XLII, S. 105 (1888.) 
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Uber die Hefekatalase. 
Von 
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(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir Technologie der Kohlehydrate des Polytechnischen 
Instituts zu Warschau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. April 1905.) 


Die unten beschriebenen Versuche ‘) sind eine Erganzung 
der in dieser Zeitschrift?) schon mitgeteilten. Sie bertthren 
hauptsiichlich die Frage nach der Wirkung einiger Substanzen 
auf die Reaktion der Wasserstoffsuperoxydzersetzung. In der 
ersten Mitteilung wurden Versuche mit KH,PO, und H,SO, an- 
vefiihrt. Es zeigte sich, dah dieses Salz nur die Gréfe der 
Konstanten iindert, es wirkt also katalytisch, die Schwefelsiiure 
dagegen den «Gang» der Konstanten und zwar deren Ver- 
minderung bewirkt. Die Ursache davon liegt in der allmahlichen 
Vernichtung des Enzyms, wie weiter gezeigt werden soll. 

Wie KH,PO, verhalten sich andere Salze und Alkalien, 
wie H,SO, — andere Séduren. Die Versuche wurden im all- 
gemeinen in der friiher beschriebenen Weise ausgefiihrt. 


1. EinfluB der Salze. 

Uber den KinfluB von KH,PO, auf die Reaktion wurden 
schon einige Daten mitgeteilt. Hier seien nur Mittelgroben der 
Konstanten wiedergegeben. 

KH,PO, 4136 bis °/136 molar; H,O, 1/147 molar. 


Ohne | KH,PO, 
Zusatz mol. 


KH,PO, | KH,PO, | KH,PO, | KH,PO, 


2136 mol. | 3iise 4/136 mol. mol. 


| 
baa | | | | | 
| 0.01161 | 0.01201 | 0,0L088 | 0,01063 
stante | | 


') Gemeinschaftlich mit Herrn stud. A. Lerman ausgefithrt. 
*) Bd. XLII, S. 102. 1904. 
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Uber die Hefekatalase. 


Es ist interessant, dah dieses Salz ebenso wie NaH,PO, 
ungeachtet deren saurer Natur fiir die Katalase ganz unschiidlich 
ist, d. h. die letztere nicht zerstért, im Gegensatz zu starken 


Siiuren. 


Die Versuche mit K,HPO, zeigen, dab dieses Salz auch 
bei starkeren Konzentrationen giinstig auf die Reaktion der 
Wasserstoffsuperoxvdzersetzung einwirkt, wahrscheinlich infolge 
der Abwesenheit von H-lonen und groferer Menge von K-Jonen. 


K,HPO, bis 9/174 molar; H,O, molar. 


Ohne Zusatz KZHPO, 2/174 KJHPO, 
Min. | | 
KMn0O, | 0.4343 K| KMnO, | 0.4343 KMnO, | 0.4343 K 
0 27,2 27,2 27,2 | 
24.2 OOL015 23.5 0.01270 23.3 
10 21.0 0.01123 20.3 0.01270 204 0.01249 
20 17,0 0.01021 15.5 0.01221 155 | 0.01221 
30 13.4 0.01024 11.7 0.01221 11.6 | OOL234 
104 0.01043 9.0 0.01201 O.OLIS8S 
60 6.5 0.01036 a0 0.01226 49 O.01241 
Mittelkonstante 0,01028 0.01235 0.01246 
KJHPO, KJHPO, KZHPO, 
Min. | 
KMnO, 0.4343 K] KMnO, 0.4343 K] KMnO, 0.4343 K 
0 27,2 27,2 | 27,2 
| 
23,5 0.01270 23.8 | 0.01159 24,0 0.01087 
10 20,6 0.01207 | 20.7, 0.01186 20.9 0.01142 
20) 16,0 001152 163 O.O1112 16.7 0.01059 
12,0 0.01184 12.5 0.01125 13.0 
9.5 0.01165 9.6 0.01130 9,9 0.01097 
60 a4 9,7 60 0,0 L096 
Mittelkonstante  0,01191 0.01091 


Man sieht, dafi bei der stiirksten der angewandten Kon- 
zentrationen — 0,5°/o — die Reaktion noch schneller verlauft, 
als ohne Salz, obgleich schon erheblich langsamer, als bei ge- 


W. Issajew, 
ringeren Konzentrationen. Die Optimalkonzentration liegt in 
unseren Bedingungen bei 0,2°/o == 2/174 molar. 

Die Versuche mit NaH,PO, und Na,HPO, bestiitigen den 
Satz von der Existenz einer Optimalkonzentration fiir jedes 
Salz und von der Erhaltung der ersten Ordnung der Reaktion. 
Ks zeigte sich zugleich, dai NaH,PO, tiberhaupt schidlich 
wirkt, denn bei allen angewandten Konzentrationen, sogar den 
schwiichsten, verliuft die Reaktion langsamer, als ohne Salz. 
Im Falle von Na,HPO, erscheint die Optimalkonzentration 
deutlich. Diese Tatsachen zeigen, dafs die Abwesenheit von 
H-lonen wichtig ist und dafi Na-lonen, wie auch andere Ver- 
suche beweisen, fiir die Reaktion nicht besonders giinstig sind. 


NaH],PO, bis molar; H,O, 2/138 normal. 


Mi; Ohne Zusatz 4200 NaH,PO, t/160 NaH,PO, 
In. j 
KMn0, | 04343 K] KMnO, 04343 K] KMn0, | 04343 K 
0 29.0) 29.0 290 
D 24.4 0.01500 24.6 0.01429 25.0 | O,OL289 
10 207 0.01464] 212 001361 | 22.3 0.01141 
30 101 001526 | 10.8 | 0.01430 13,0) 0,01161 
40 70 0018 | 10,6 0.01133 
60) 3.6 001510 40 0.01434 6.3 | 0,01105 
Mittelkonstante —0,01508 0.01425 0.01139 
theo NaH,PO, NaH,PO, ‘40 NaH,PO, 
| 
KMnO, | 0.4343 K] KMnO, | 0.4343 K] KMnO, | 0.4343 K 
| 
0 29.0) | 290 29.0 
| 
5 248 0.01359 25,4 001151 | 26,3 | 0.00849 
10 219 0.01220] 22,5 | 001102 24,6 
20 16.9 0.01172 17,4 0,01109 19,5 | 0,00861 
30 12.6 0.01206 13.2 0,01139 15.9 | 0,00870 
40) 99 001166] 10.5 0.01103 | 13,2 0.00854 
60 6.0 63 001105 | 10,8 0,00749 
Mittelkonstante 0,012 10 0.01118 0.00836 
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Uber die Hefekatalase. 


Na,HPO, !/s0 bis 1/5 molar: H,O, '/140 normal. 


KMn0, | 0.4343 KMnO, | 0.4343 K] KMnO, | 0.4343 K 
0 285 | 28,5 | 285 
| 
24,4 001349 23,3 | 23.7 0.01601 
10 20,8 | 0.01367 18.8 O,OLS807 19.4 0.01670 
| 
20 145 0.01467] 12.0 001878] 13.0 0.01704 
30 | 0.01365 79 | 0.01857 9.0 0.01669 
40 8.2 | 0.01352 53 0,01826 62 | 0.01656 
60 0,01352 2.3 | 001822 3.0 0.01629 
Mittelkonstante 0,01357 0.01823 0.01656 


‘eo Na,HPO, Na,HPO, Na,HPO, 
KMn0, 0.4343 K] KMn0, 0.4343 K] KMn0, | 0.43463 
0 28,5 28,5 28,5 | 
5 24,1 0.01456} 24.6 0.01278 | 25,0 0.01138 
10 20,5 | 0014381] 213 | 0.01265] 220 | 
20 143 | 001497] 15.5 | 0,01322 | 16,9 001134 
30 10.5 | 00145] 115 | 001314] 182 
40 7.5 0.01449 88 | 0.01276 | 10.5 0.01084 
60 4.2 0,01386 5.1 0,01245 6.7 0,01048 
| | 
Mittelkonstante 0.01446 0.01283 0.01107 


Man sieht, dafi erst von der Konzentration !/20 molar an 
die Reaktion langsamer verliiuft, als ohne Salz. 

Um K- und Na-lonen in ihrer Wirkung zu vergleichen, 
war es zweckmiabiger zwei Neutralsalze mit einem gemein- 
schaftlichen Anion zu wihlen, z. B. KCl und NaCl. 
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4/137 normal. 


Ohne Zusatz KC] ‘/ao molar Na€l molar 
KMnO,  0,4343 KMnO, 04343 KMnO, 0.4343 K 

0 29.2 292 29,2 

26.0 0.01008 25,6 0.01142 26.8 0,00745 
23,2 0.00999 22.7 0.01093 24.6 0.00744 
20 17.8 174 0.01124 19,3 0.00899 
30 0.01023 13.5 Q.01117 17.0 0),00783 
11,1 0.01050 10,8 0.01080 13.0 0.00879 
GO 69 0.01044 64 0.01099 8,4 0.00901 
Mittelkonstante O,OL033 0.01099 0.00826 
Ohne Zusatz KCl molar NaCl molar 

KMnO, 04343 KP KMnO, 0.4343 KMnO, 0.4343 K 

29.2 29.2 29.2 

25,9 0.01041 25,8 0.01075 26,8 0,00745 
10 22,7 0.01093 22,5 | 0,01132 24.7 000727 
2) 0.01039 17.6 19,4 
0 14.3 0.01033 13,8 0,01085 17.2. -0,00766 
60) 68 6.6 001076 8.6 0,00885 
Mittelkonstante 0,01000 0.01087 0.00809 


Aus diesen Versuchen folgt, daf Na-Ion auf die Reaktion 
ungiinsig wirkt. 


Einfluf der Alkalien. 


Die Wirkung dieser Reagentien zu verfolgen war schon 
deshalb interessant, weil die Alkalien die Zersetzung des 
Wasserstoffsuperoxyds beschleunigen. Die Alkalien wurden zu 
HO, in soleher Quantitiit zugesetzt, daB nach dem Zusatz von 
Enzymlisung die gewiinschte Konzentration erreicht wurde. 
Die zersetzende Wirkung der Alkalien selbst konnte unter 
unseren Bedingungen, wie spezielle Versuche zeigten, vernach- 
liissigt werden. 
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Uber die Hefekatalase. 


DDI 


KOH 4/4000 bis 4100 normal: H,O, !/130 normal. 


Ohne Zusatz | KOH KOH 
KMnO, 0.4343 KMnO, 04343 K} KMnO, 0.4343 K 
0 312 312 

5 27.2 O,O1191 27.0 001255 | 268 0.01320 
10 24,0 0.01134] 23.5 0.01231 23,1. 0.01305 
20 17.9 17,5 0.01255 17.0 0.01318 
30 13.8 O,01181 0,01234 129 0.01278 
40 10.6 0.01172 99 | 0.01246 93 0.01314 
60 61 0.01181 56 0,01243 5.2 0,01297 
Mittelkonstante 0.01177 0.01246 01805 


Mi; ‘+5600 KOH ‘1000 KOH ‘500 KOM 
KMnO, 0.4343 K] KMnO,  0,4343 K] KMnO, | 0.4343 K 

31.2 31,2 31.2 

26.4 0.01451 25.9 001617 25.6 | OOL71S8 
10 229 0.01478 | 21,7 0.01577 | 21.4 0.01637 
16.0 0.01450 15.0 0.01590 14.6 001649 
30 11.5 0.01445 10.3 0.01604 0.01706 
40 84 | 0,01425 7.1 0,01607 6.5 0.01703 
60 42 | 001451 3.5 0.01583 32  0,01648 
Mittelkonstante 0.01596 0.01673 
‘400 KOH ‘leoo KOH ‘100 KOH 
in. 

KMnO, 0,4343 K} KMnO, | 04343 KMnO, 04343 K 

31.2 31,2 312 | 

5 26,5 001418 27,7 0.01033 | 27.9 0.00971 
10 22,5 0.01420 24.6 0.01032 24.9 0.00979 
20 163 001410 19.6 0.01009 20.0 0.00966 
30 118 0.01407 153 16.2 0,00949 
40 4.6 0,01399 11.9 0.01046 12.8 0.00967 
60 43 | 0.01434 7.3 0,01051 8.0 0.00985 
Mittelkonstante 0.01415 0.01033 0.00969 
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NaOH #!)1000 bis '/25 normal; H,O, 1/155 normal. 


Ohne Zusatz 


‘4000 NaOH 


NaOH 


Min 

KMnO, | 04343 K] KMn0, 0.4343 K] KMnO, 0.4343 K 
0 25,7 25,7 | 25,7 | 
5 22.0 | 0),01350 21.9 0.01389 21,7 0.01469 
10 18.9 0,01335 18,7 0,01381 18,3 0.01475 
2) 13.9 0.01334 13.6 0),01382 13,1 0.01463 
30 10.3 0,01323 10,0 0.01366 9,3 001471 
40 7.0 | 001337 7,2 0.01381 6.6 (),01476 
60 4A 0.01328 3,8 0.01384 3.4 0,01464 
Mittelkonstante 0.01334 0),01380 0.01469 


Min. 


"400 NaOH 


‘/s00 NaOH 


NaOH 


KMnO, | 0,4343 KMn0, 0,4343 KMnO, | 0,4343 K 
0 25,7 | 25,7 | 25,7 
5 214 001590 | 208 0,01837 21,2 | 0,01671 
10 178 0.01595 | 16.8 001846 | 17.5 | 0,01669 
20) 124 11.0 11.9 | 001672 
30 8.6 0.01585 7.1 0,01862 82 0,01654 
0,01598 47 001844 55 0.01674 
60 29 2.0 0,01815 2,6 | 0,01658 
Mittelkonstante 0.01841 0.01666 


Min. 


NaOH 


'/50 NaOH 


‘es NaOH 


KMnO, 04343 K| KMnO, 04343 KMnO, 0,4343 K 
| 

25,7 | 25,7 | 25,7 
5 21,8 | 0.01429 | 22.9  0,01002 23.6 | 0.00740 
10 18.5) (0.01428) 204 001003 21,6 | 0.00755 
2) 133 | 0.01430] 161 0.01016] 182 | 0),00749 
30 97 128 001009] 15,3 0.00751 
70 | 104 | 001014] 128 0.00757 
60 3.6 | 0.01422 64 | 0.01006 9,1 | 0,00751 
Mittelkonstante 0.01422 0.01008 0.00750 
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Uber die Hefekatalase. 5dD3 

Auch hier existiert also eine Optimalkonzentration: die 
Konstanten sind viel besser in Gegenwart von Alkalien, als 
sonst. Es zeigte sich noch, dali auch hier die K-Verbindung 
giinstiger wirkt, wie folgende Versuche, bei der Optimalkon- 
zentration beider Alkalien angestellt, zeigen. 


Min. Kontrollversuch ‘/s00 KOH KOH 
KMnO, 0.4803 kK} KMn0, 04343 K | KMnO, | 0.4343 K 
( 284 284 | O84 | 
5 26,5 | 0.00601 | 25,0 252 | 0.01048 
10 24.6 0.00624 21.9 | 0.01129 | 223 | 0.01050 
20 21.5 0,00604 17.1 OO1101 17,6 0.01039 
30 18.5  0,00620 13,0 | 0.01131 13.4 | 0.01087 
40) 16,0 | 0,00623 98 | 0.01155] 10,4 | 0.01090 
60 12.0 | 0.00623 62 0.01102 6.7 | 0.01045 
Mittelkonstante 0,00616 0.01121 0,01060 


3. EinflubB der Siiuren. 


In der ersten Mitteilung wurde gezeigt, dab in Anwesen- 
heit von H,SO, die Konstanten im Laufe der Reaktion immer 
kleiner und kleiner werden. Am einfachsten ist die Annahme, 
das Enzym durch Siure allméhlich vernichtet wird. Diese 
Annahme wird durch Versuche mit H,SO,, HCl und HJ voll- 
kommen bestitigt. 

1. 30 ccm neutralisierter Enzymlosung wurden mit 1 ccm 
1 10-H,SO, versetzt, auf 100 ccm verdiinnt und nach 10 Minuten 
mit ™/10-KOH neutralisiert. 

2. H,SO, wurde nach 20 Minuten neutralisiert. 

3. 30 cem neutralisierter Enzymlésung wurden mit 1 cem 
"/10-K,SO, versetzt und auf 100 cem verdiinnt — Kontrollversuch. 

Je 190 cem H,O, wurden mit 10 ccm so vorbereiteter 


Enzymldsungen versetzt. 
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Versuchstemperatur 25°; H,O, '/174 normal. 


2. 3. 
Min. 
KMnO, 0.4343 K} KMn0, 04343 K] KMnO, | 0.4343 K 
0 44,08 44.08 | 44,08 
43,1 0,00098 43,8 0,00080 | 34,7 0.01039 
20) HY) 0.00110 42.7 | 0.00069 |) 27,4 0.01082 
BO 410.9 0.00108 42.2 | Q.Q0063 213 
40 0.2 0.00100] 41,2 0.00073 | 17,4 | 0.01037 
60 382 40.0 0.00070 | 10.3 | 0.01052 
Mittelkonstante 0.00106] 0.00071 | (0.01042 


Man sieht, dab H,SO, sogar in so geringer Konzentration 
wie 4/1000 normal allmihlich und zwar sehr rasch die Katalase 
zerstort. In dieser Vernichtung des Enzyms liegt also die 
Ursache des «Ganges» der Konstanten im Laufe der Reaktion 

Anwesenheit freier Siiuren, denn nach der Neutralisation 
derselben bleiben die Konstanten erhalten. 

1. 200 ecm H,O, wurden mit 0,5 ccm wisserigen Auszugs 
aus lufttrockener Hefe versetzt. 

2. 200 com wurden mit 0,6 com Auszugs und 
cem ™/1-HCl versetzt. 

3. 200 com wurden mit 0,5 Auszugs und 
com "1-HCl versetzt. 

Nach bestimmten Zeitintervallen wurden Proben  heraus- 
genommen und mit KMnO, titriert. Versuchstemperatur 25°. 


| Ohne HCL HCI HCl 
| KMnO, KMnQ, KMnO, 
0 | 485 | 48,5 48.5 
5 | 36.6 | 44,6 466 
10 | 30,7 | 42.7 463 
16 254 | 414 461 
2) 217 WA 45.7 
29 58.8 45.6 
30 16.3 | 37.9 


Die "/500-HCl bringt also die Reaktion fast zum Stillstand. 
Dabei wird die Katalase zerstort, wie folgende Versuche zeigen. 
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1. 40 com Hefeauszuges wurden mit 0.5 cem "1-HCl und 
nach 20 Minuten mit 5 cem "/10-NaOH versetzt. 

2. 40 com Hefeauszuges wurden mit 1 cem "1-HCl und 
nach 20 Minuten mit 10 cem "NaOH versetzt. 

3. 40 ccm Hefeauszuges wurden mit ft cem "/1-HCl und 
sofort mit 10 cem ™/10-NaOH versetzt. 

10 com jeder Enzymlésung wurden mit 200 cem H,0, 
vermischt. 


| 
| KMnO, KMnO, | KMnO, 
| 
0 | (5.7 | 45.7 | 17 
| 1A | 15.3 12.0 
| fk ‘ 
10 49.3 39.6 
| 
1d 44.5 15.3 71 


HCl zerstoOrte das Enzym_ vollstiindig. 

Dies wird noch durch folgenden Versuch bewiesen. Wir 
wollten verfolgen, unter welchen Bedingungen die Katalase 
am besten aus der Hefe extrahiert wird. Wir stellten bei 25° 
drei Proben lufttrockener Hefe zu je 10:1. mit 125 ecm 
Ni50-NaOH, 2. mit 125 cem "s0-HCl und 3. mit 125 com 
N50-NaCl. Nach 2 Tagen wurden alle Ausziige filtriert, moglichst 
genau neutralisiert und von jeder Losung 0,5 cem mit 100 cem 
H,O, bei 25° vermischt. Nach 25 Minuten wurden Proben 
(25 ccm] herausgenommen und titriert. 


HO, Liésung | Losung Losung III 


KMn0O, 62.8 
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Die Versuche mit HJ wurden eigentlich zu ganz anderem 
Zwecke angestellt. Die Bestimmung von H,O, mittels KMnO, 
ist nicht immer bequem: eine gewisse Menge von KMnQ, wird 
zur Oxydation der organischen Substanzen der Losung verbraucht. 
Um diese Korrektion zu vermindern, arbeitet man gewohnlich 
mit schwachen Enzymlosungen. Wir hofften, dab die Reaktion 
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zwischen H,O, und H.J in Anwesenheit gewisser Katalysatoren, 
z. B. Molybdiinsalze, vielleicht bessere Resultate geben wiirde. 
Diese Vermutung schien dnrch Versuche von Bach!) iiber den 
Verlauf dieser Reaktion in Anwesenheit von Peroxydase ‘bestii- 
tigt zu werden. Unsere Versuche zeigten aber, daB nicht nur 
HJ, sondern auch Jod die Katalase zerstéren. Die Versuche 
wurden in folgender Weise angestellt. 

1. 10 cem Enzymlosung wurden mit 1 ecm "/10-KJ und 
1 com "10 Essigsiture versetzt, auf 200 ccm verdiinnt und nach 
10 Minuten mit KOH neutralisiert. 

2. Die Fliissigkeit wurde neutralisiert sofort nach dem 
Zusatz von Essigsaure. 

3. 10 cem Enzymlésung wurden mit 1 cem "/10-KJ und 
"10 Kaliumacetat versetzt und auf 200 ccm verdiinnt. 

20 com so behandelter Enzymloésungen wurden mit 
180 com ™igo-H,O, vermischt. 


1. 2, 3. 
Min. 
KMn0, (04343 K] KMnO, 04343 KMnO, | 04343 K 
0 39,06 39,06 39,06 
33,0 32,0 001731 31,7 | 0.01813 
10 28,5 | 0,01369 | 26.0 0,01767 | 25.8 0,01801 
1d 25.4 | 0.01246 | 21,1 0.01783 | 20,8 0.01824 
2) 232 | | 174 0017561 17.0 | 0.01806 
30 190 0,01043 11,5 -0,01770 | 14.2 0.01880 
Mittelkonstante 001761 0,01810 


Wir sehen, dab " 2000-HJ die Katalase al!miéhlich zerstort. 
Spezielle Versuche zeigten uns, dal weder Essigsaure noch KJ 
in den angewandten Konzentrationen zerstOrend auf die Kata- 
lase eimwirken. 

1. 190 com H,O, wurden mit 10 cem Enzymlosung und 
1 com H,O versetazt. 

2. 190 cem wurden mit 10 cem Enzymlosung und 1 cem 
versetzt. 

3. 190 cem wurden mit LO cem Enzymldsung und 1 ccm 
yo-CH,CO,H versetzt. 


') Ber., Bd. XXXVII, S. 2434, 1904. 
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Uber die Hefekatalase. 


I. 
KMnQO, 43 KMnO, 04343 KMnO, 0.4343 K 
| 
28.4 28.4 
22.0 0.02218 23,0 O.OL831 22.3 0,02 100 
10 17.3 0.02153 18.2 (01932 17.5 0.02103 
15 16.3 0.02196 14.4 0.01966 13.6 0.02131 
20 10.4 0.02181 11,2 0.02020 10.6 0.02140 
30 62 | 0.02203 7,2. | 0.01986 6.5 | 0,02134 
Mittelkonstante 0.02190 0.01947 0.02121 


Wir tiberzeugten uns weiter, dal das Jod, wie zu erwar- 
ten war, von organischen Substanzen der Enzymlésung ab- 
sorbiert wird; gleichzeitig aber wird die Katalase zerstort. 

1. 20 cem Enzymlésung wurden mit 40 ccm Jod- 
losung versetzt. 


2. 20 ecm Enzymlésung wurden mit 
versetzt. 


40 com Wasser 


Nach 30 Minuten (die Jodreaktion zeigte sich nicht) 
wurden je 290 cem "/166-H,O, mit 10 ccm so behandelter Enzym- 


losungen vermischt. 


Mi; 1. Jod 1/1152 normal 2. 

MIM. 
KMnO, 0.4343 K KMnO, 0.4543 K 

0 458 | 458 | 
10) 31.9 | 0.01570 6 0,00018 
20 221 | 0.00013 
30 15,4 0.01577 0),00009 
11,2 0.01529 45,3 0.00011 
60 5,3 0.01560 0,00009 

| 

Mittelkonstante 0.01565 0.00012 


Man darf daraus schlieBen, daf bei Versuchen mit HJ 
und H,O, in Gegenwart von Katalase zum schidlichen EinfluB 
von HJ sich die Wirkung des abgeschiedenen Jods anschliebt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 
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EinfluB der Enzymkonzentration. 


Die in der ersten Mitteilung beschriebenen Versuche mit 
wachsenden Enzymkonzenfrationen zeigten eine merkwirdige 
Erscheinung: nimmt man grdfere Mengen der Enzymlosung, 
so sinken die Konstanten im Laufe der Reaktion. Verschie- 
dene Versuchsmodifikationen lieben nicht die Ursache davon 
finden. Wir suchten sie schlieBlich in der mit der Konzen- 
tration steigenden Aciditit der LOsungen. Es ist uns wirklich 
gelungen, nach der genauen Neutralisation der Enzymldsung 
befriedigende Konstanten zu erhalten. 

Es wurden 5, 10,15... ccm Enzymlésung zu 170 ccm H,0, 
zugesetzt und mit Wasser auf 200 cem erginazt. 


ecm 10 ccm 15 ccm 
In. | 

KMn0O, 0,4343 K} KMnO, 0.4343 K] KMnO, | 0,4343 K 

| 
0 312 312 31,2 
5 26,0 | 0.01583) 249 0.01959] 240 | 0.02274 
10 21.1 | 0.01698] 199 | 001953} 185 | 0,02269 
15 18,0 | 001592 15.9 0,01951 14,2 | 0,02279 
2) 15,1 | 0,01575 | 12,7. 0,01951 10,9  0,02283 
30 10,5 | 0,01576 8.1 | 0,01952 6.5 | 0.02271 
Mittelkonstante 0,01581 0.01955 0,02277 
Mi 20 cem 25 cem 30 cem 
ln. 
KMnO, 0,4343 K KMnO, | 04343 KMn0, | 0,4343 K 

0 31,2 | 31,2 | 31,2 
23.3 | 0.02536 | 224 0,02878 | 21,8 | 0,03114 
10 17,3 0,02561 16.8 | (0,02688 16,0 0,02900 
15 13,0 | 0,02535 | 12,5 | 0.02648 | 12,0 | 0.02766 
) 97 | 002537] 92 | 002651] 85 | 0,02823 
30) 54 | 0.02539 5,0 | 0.02650 3,7 | 0,03086 
Mittelkonstante 0.02541 0,02659 0,02938 


x 

a 
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Uber die Hefekatalase. 


Die Reaktionsgeschwindigkeit steigt also mit der Konzen- 
tration der Katalase, aber bei weitem nicht proportional der- 
selben, sondern viel langsamer. Diese Erscheinung wird, wie 
bekannt, bei Enzymreaktionen oft beobachtet. 

Wir koénnen also zu den friiher gezogenen Schliissen 
noch die folgenden hinzufiigen. 

1. Salze und Alkalien wirken auf die Reaktion katalytisch: 
es existiert fiir sie eine Optimalkonzentration. 

2. K-Verbindungen wirken auf die Reaktion giinstiger 
als Na-Verbindungen. 

3. Schwache Alkalien extrahieren aus der Hefe mehr 
Katalase als Wasser. 

4. Siuren und Jod zerstéren die Katalase. 

). Die Wirkung der Katalase steigt mit deren Menge, 
aber viel langsamer, als die letztere. 


Warschau. den 20. April 1905. 
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Zur Frage nach dem glykolytischen Prinzip des Blutfibrins. 
Von 
N. Sieber. 


‘Aus dem chemischen Laboratorium des Instituts fiir experimentelle Medizin 
zu St. Petersburg). 


(Der Redaktion zugegangen am 22. April 1905.) 


In der Abhandlung!) tiber Glykolyse durch Oxydations- 
fermente sind Tatsachen und Beobachtungen mitgeteilt worden, 
welche beweisen, dali dem Fibrin und dessen Auszuge eine 
elykolytische Wirkung zukommt, das heift, dab sie ein Prinzip, 
welches Zucker zu zersetzen imstande ist, enthalten. Den Eigen- 
schaften nach zu urteilen, welche dieses Prinzip besitzt, mub 
es zu den Fermenten gehéren. Darauf fubend, dab bei der 
Glykolyse durch Einwirkung der aus Fibrin erhaltenen Ausziige, 
resp. der in diesen enthaltenen Stoffe Sauerstoffverbrauch und 
Kohlensiiurebildung zu konstatieren war, sowie darauf, dafi im 
Fibrin selbst und auch in dessen Ausztigen verschiedene Oxy- 
dationsfermente, resp. Oxydasen gefunden worden sind, welchen 
die Fiihigkeit, Zucker im Blut zu zersetzen, durch einige Forscher 
zugedacht wurde, ist die Glykolyse als Oxydationsprozef aul- 
gefabt worden. Weitere Untersuchungen sollten aber entscheiden, 
inwieweit die Zuckerzersetzung ein rein oxydativer Prozef ist 
und inwieweit an derselben auch andere, vielleicht noch nicht 
aufgeklirte Vorgiinge mitbeteiligt sind. Wegen der Kompliziertheit 
des glykolytischen Prozesses einerseits und der verschieden- 
artigen Zusammensetzung des Fibrins selbst und seiner Extrakte 
andererseits mubte in erster Linie festgestellt werden, welche 
Stoffe und Funktionen auber der uns interessierenden glyko- 
litischen Wirkung dem Fibrin zukommen, es multe weiter ver- 
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sucht werden, ob es nicht geliange, die betreffenden Stoffe und 
die ihnen zukommenden Funktionen zu isolieren resp. zu diffe- 
renzieren, und schliefblich mubte klar gelegt werden, welche Funk- 
tionen den verschiedenen Stoffen eigen sind. Es ist jedoch zur 
Geniige bekannt, dafi man gerade in dieser Richtung, d. h. bei 
der Isolierung und Reinigung von labilen Gruppierungen, resp. 
Fermenten und ihnen nahe stehenden Stoffen auf nicht geringe, 
manchmal sogar schwer zu tiberwindende Schwierigkeiten stobt. 
Bei der Untersuchung iiber die in verschiedenen Blutfibrinen 
enthaltenen Stoffe und speziell iiber die diesen Stoffen zukommende 
Kigenschaft, Zucker zu zersetzen, mubten vor allem die Be- 
dingungen und die Gesetze, welche diese Funktion beeinflussen, 
ausfindig gemacht werden. 

Khe ich jedoch zur Besprechung derselben iibergehe, will 
ich iiber die Gewinnung des uns interessierenden Prinzips kurz 
referieren. Die Methodik, welche befolgt wurde, um das glyko- 
lytische Prinzip aus dem Fibrin zu isolieren, war eine von den 
friiher angewandten!) etwas verschiedene. 

Das durch eine Presse ausgedriickte und wiederholt mit 
kleinen Portionen Wasser ausgewaschene Fibrin, welches hierbei 
von dem Serum und den darin enthaltenen Stoffe befreit war, 
wurde wiéhrend langerer Zeit zu wiederholten Malen mit Wasser 
extrahiert. Die erhaltenen Ausziige sowie das Waschwasser 
wurden nicht, wie friiher, zusammengegossen, sondern jedes 
fiir sich untersucht. Mittels einer derartigen fraktionierten Ex- 
traktion des Fibrins mit destilliertem Wasser versuchte ich, vor 
allem die Frage zu losen, welchem Bestandteile des Fibrins 
die glykolytische Funktion angehort und ob dieses Prinzip in 
freiem oder gebundenem Zustande im Fibrin enthalten ist: 
andererseits suchte ich dabei das quantitative Verhalten des 
glykolytischen Fibrinprinzips festzustellen. Endlich wurde, eben- 
falls durch fraktionierte Extraktion, der Versuch gemacht, die 
im Fibrin anwesenden verschiedenen Stoffe wenigstens bis zu 
einem gewissen Grade von einander zu trennen; letzteres war 
aus dem Grunde erwiinseht, weil dadurch die st6rende Wirkung 
der eventuell anwesenden Antagonisten, resp. AntikOrper aus- 
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geschlossen wird. Durch Trennung der verschiedenen Substanzen 
aber werden Bedingungen fiir die Auferung entgegengesetzter 
Funktionen geschaffen, woraus sich die Moglichkeit ergibt, die- 


jenigen Momente aufzuklaren, welche die uns interessierende 


glykolytische Funktion hemmen und _ begiinstigen. 

Durch fraktionierte Extraktion des Fibrins mit Wasser 
konnte ermittelt werden, dah das glykolytische Prinzip sich in 
Wasser lést und daf es nicht nur im ersten, sondern manch- 
mal auch bis zum vierten und seltener bis zum fiinften Auszuge 
enthalten ist. Auberdem stellte sich heraus, dafi man, um eine 
vollkommene Extraktion dieses Prinzips zu erzielen, den Kontakt 
zwischen Fibrin und Wasser moglichst lange fortsetzen muf, 
Die Zeit, welche erforderlich ist, um das glykolytische Prinzip 
moglichst vollstiindig zu extrahieren und in Losung iiberzufiihren, 
betrifft 5 bis 10 oder sogar mehr Tage. Um zu bestimmen, 
wie vollstiindig und rasch das glykolytische Prinzip aus dem 
Fibrin extrahiert wird, wurden die wiisserigen Ausziige, welche 
bei verschieden langer Extraktion sukzessiv erhalten waren, 


jeder fiir sich auf ihr glykolytisches Vermogen gepriift und 


hierbei folgende Resultate erzielt: 

3 Tage lang fortgesetzte Extraktion mit der dem Gewichte 
nach gleichen Menge Wassers liefert bei Zimmertemperatur 
eine Losung, welche imstande ist, 20 bis 35°/o, manchmal auch 
mehr von dem zugesetzten Zucker zu zersetzen. 

6 Tage lang fortgesetzte Extraktion des gleichen Fibrins 
ergibt. ein Extrakt, welches 25 bis 45° 0 des angewandten 
Zuckers zersetzen kann. 

Ein 10tigiges Extrakt zersetzte den Zucker noch inten- 
siver, niimlich in der Menge von 32 bis 55°/o und mehr. 

Durch fraktionierte, gleich lange Zeit (3 Tage) fortgesetzte 
Extraktion des Fibrins von gegen Diphtherie immunisierten Pferden 
mit einer dem Gewichte nach gleichen Menge Wasser erhielt 
ich Extrakte, welche sich Zucker gegeniiber in folgender Weise 
verhielten: 

Das 1. Extrakt zersetzte, unter den fiir seine Wirkung 
giinstigen Bedingungen, woriiber spiter die Rede sein wird, 
mit Zucker vermengt 20 bis 40°/o desselben. 


& 
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Das 2. Extrakt zersetzte hierbei 25—45°/o Zucker. 
» 4, 20—40°/o 
» 10—15 —2()9/» 


Sehr selten konnten weitere Extrakte gewonnen werden, 
welche noch nennenswerte Mengen des glykolytischen Prinzips 
enthielten. Es stellte sich auferdem heraus, dab die Menge 
des glykolytischen Prinzips in verschiedenen Fibrinsorten nicht 
die gleiche ist. Die friiheren Beobachtungen, nach denen dieses 
Prinzip in normalem Fibrin, sowie auch im Fibrin von gegen 
verschiedene Erkrankungen immunisierten Tieren (Pferden) ent- 
halten ist, konnten vollauf bestiitigt. werden. 

Beim Beginn meiner Untersuchungen iiber die im Fibrin 
enthaltenen Stoffe und die thnen zukommenden Eigenschaften 
wurden verschiedene Fibrinsorten auf das ihnen speziell zu- 
kommende Vermégen, Zucker zu zersetzen, untersucht. Hierbei 
kam es vor allem darauf an, das Fibrin in sterilem Zustande 
aus dem Blute zu erhalten. Es gelingt schlieblich unter Ein- 
haltung streng aseptischer Kautelen (Arbeiten mit sterilen Appa- 
raten und Utensilien, sowie sterilen Lisungen), sowie bei An- 
wendung gewisser Antiseptica, wie Chloroform, Toluol, Thymol, 
sowie auch Aceton, steriles Fibrin, sowie Extrakte aus ihm zu 
gewinnen. Bei der Anwendung von Fibrin selbst und nicht 
von wisserigen Ausziigen aus demselben und bei Beobachtung 
der Zuckerzersetzung nach Zusatz desselben konnte festgestellt 
werden, dab die Zersetzung des Zuckers allméhlich vor sich geht: 
dai z. B. am dritten Tage eine im Vergleich zum ersten Tage 
doppelte Menge Zucker zerstOrt wurde. An wisserigen Fibrin- 
extrakten dagegen wird solches Fortschreiten der Zersetzung 
des Zuckers nicht beobachtet. Das Gesagte ist tibrigens am 
besten aus folgenden Versuchen mit Rinder- und Kalbstfibrin 
zu ersehen. In mehreren Parallelversuchen wurden etwa 2 g 
trockenen Kalbsfibrins von verschiedenen Tieren gewonnen, 
welche in 50 ccm sterilen Wassers suspendiert waren, mit 
2 ccm = 0,438 g Traubenzucker (unter Einhaltung streng asep- 
tischer Kautelen), sowie mit etwas Thymol vermengt und das 
Gemisch in den Brutschrank gestellt. Die ersten, nach Verlauf 
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von 24 Stunden, nach Enteiweifen mittels Sublimat und CIH 
mit dem Polarisationsapparat ausgeftihrten bestimmungen er- 
gaben, dafi vom Zucker im ersten Fall 0,067 g, im zweiten 
0,1042 g oder 15,3°/o und 28,8°/o zersetzt waren. 

Nach weiterem 72stiindigen Verbleiben des Gemisches 
im Thermostaten wurden 0,2113—0,2415 g = 48,3—55°/o des 
Zuckers zersetzt gefunden. In entsprechenden Parallelversuchen 
mit Rinderfibrin (von verschiedenen Tieren erhalten), in welchem 
das Verhiiltnis zwischen Zucker, Fibrin und Wasser das naém- 
liche war, fand man nach den ersten 24 Stunden 0,083—0,11 g 
oder von 18,9°/o bis 25,4°/o des Zuckers zersetzt; nach 3% 24 
Stunden aber waren 0,2118—0,243 ¢—48,3- 55,4°/o des 
Zuckers zerlegt worden. Bei linger fortgesetzter Beobachtung 
und nach dem dritten Tage wurde sowohl bei Untersuchung 
mit dem Polarisationsapparat, wie auch durch Titrierung, eine 
geringe Zersetzung des Zuckers gefunden, doch war _ hierbei 
der Zucker nie bis auf die letzten Spuren verschwunden. 

Im Gegensatz dazu war in den Versuchen init wisserigen 
Fibrinextrakten der Unterschied in der Zersetzung des Zuckers 
zwischen dem ersten, zweiten und dritten Tag sehr gering. 

Ich glaube das ebenangefiihrte ungleiche Verhalten des 
Fibrins selbst und seiner Extrakte ist nicht anders zu deuten 
als durch die Annahme, dab das glykolytische Prinzip nicht 
frei in Loésung vorhanden ist, sondern erst aus dem Fibrin 
ausgezogen wird, um dann seine Wirkung auf den in Lésung 
vorhandenen Zucker zu entfalten. 

Um sich einen anniihernden Begriff von der Zusammen- 
selzung der sukzessiv gewonnenen wiisserigen Ausziige zu er- 
halten, wurden die letzteren nach Kjeldahl auf ihren Stick- 
stoffgehalt untersucht. Die hierbei erhaltenen Zahlen beweisen, 
wie zu erwarten ist, die ersten Extrakte viel stickstoff- 
reicher sind, wie die spiiteren und zwar im Vergleich zu dem 
6.—7. Auszuge sogar um das 10fache. Von 12 verschiedenen 
Fibrinsorten, welche von normalen Tieren (Pferden) und ebenso 
von solchen, die gegen verschiedene Erkrankungen immunisiert 
waren, stammten, wurden Extrakte bereitet, bei deren Unter- 
suchung sich ergab, dab im 1. Extrakte der Stickstoffgehalt 
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zwischen 1.2538 und 1,059°% 0 schwankt: im 2. und 3. Aus- 
zuge zwischen 0.8675 und 6579°/o, im 4. zwischen 0,5374 und 
Q,3725°/o: im 5. zwischen 0,3057 und 0,1873°/o0; im 6. zwischen 
0.1856 und 0,1235°/o: im 7. und 8. zwischen 01100 und 
0,0853°/o; im 9. und 10. zwischen 0,075 und 0,0385°)o. Auf 
EiweifB umgerechnet (d. h. mit 6,23 multipliziert), entspricht 
der 1. Auszug = 7,8237°/o und der letzte = 0,24024°/o Kiweib. 

Die Bestimmungen spezifischen Gewichts der ver- 
schiedenen Fibrinextrakte ergaben Schwankungen zwischen 
1005—1025. Die Mitteilung der an diesen Losungen beob- 
achteten Getfrierpunktserniedrigungen und anderweitiges in der 
gleichen Richtung gesammeltes Material behalte ich fiir eine 
spitere Publikation vor. Das fraktionierte Extraktionsverfahren 
hat sich fiir die Erforschung der die Glykolyse beherrschenden 
Bedingungen als sehr wertvoll erwiesen, denn nur auf diese 
Weise wurde es ermdglicht, die verschiedenen hier in Betracht 
kommenden Stoffe auseinander zu halten. 

In grober Anzahl angestellte Versuche haben gezeigt, dai 
in erster Linie ein strenges quantitatives Verhiiltnis zwischen 
der Menge des glykolytischen Prinzips und derjenigen des der 
Zersetzung unterliegenden Objektes, d. h. dem Zucker, bestehen 
mu, wenn die Glykolyse zustande kommen soll. Ist die Zucker- 
menge im Verhiiltnis zur Menge des glykolytischen Prinzips 
unverhiltnismabig grob, so erfolgt keine Glykolyse, wie wenn 
diese Funktion durch das Ubermaf an Zucker paralysiert wiire. 
Nimmt man aber auf die gleiche Menge des glykolytischen 
Prinzips nur die Hialfte der verwendeten Zuckermenge, oder 
auch noch weniger, so tritt die Zersetzung des Zuckers ein. 

Zur Bestiitigung des Gesagten will ich diesbeziigliche Ver- 
suche, welche zu gleicher Zeit und unter vollkommen identischen 
Verhaltnissen vorgenommen wurden, anfiihren. In diesen Ver- 
suchen war die Menge des Traubenzuckers eine wechselnde, 
die Menge des glykolytischen Prinzips aber die gleiche. Zu 
diesen Versuchen diente speziell ein und dasselbe Fibrinextrakt, 
namlich der 3. Auszug aus dem Blutfibrin von gegen Diphtherie 
immunisierten Pferden. Bevor ich aber diese Versuche be- 
schreibe, will ich, um im weiteren Wiederholungen und Mil- 
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verstiindnisse zu vermeiden, bemerken, da nicht nur diese, 
sondern Uberhaupt alle, die Glykolyse betreffenden Versuche 
stets sterilen Gefiiben und Apparaten mit sterilisierten 
Utensihen (Kautschukrohren, Pfropfen usw., sowie unter Ein- 
haltung streng aseptischer’ Kautelen z. B. Benutzung sterili- 
sierter Pipetten) vorgenommen wurden. Die ZuckerlOsung wurde 
eleichfalls sterilisiert und enthielt auBerdem Thymol oder Chloro- 
form. Trotz aller dieser MaBregeln wurde am Anfang und 
am Ende eines jeden Versuches der Kontrolle halber auf sterile 
Nihrboden abgeimpft. Dieselben blieben in allen Fiéllen mit 
Ausnahme von zweien steril, in diesen letzteren, welche von 
mir nicht weiter berticksichtigt worden sind, waren aus Ver- 
sehen nichtsterilisierte Gefibe zu dem Versuche verwandt 
worden. Die Versuche, welche die Bedeutung der quantitativen 
Verhaltnisse zwischen glykolytischen Prinzip und dem 
Zucker erwiesen, waren in folgender Weise angeordnet worden. 

In 5 sterilisierte Ké6lbchen von 100 cem Inhalt, welche 
einige Stiickchen Thymol enthielten, wurden mittels  steriler 
Pipette je 25 com vom 3. Fibrinauszuge hineingebracht. Mit 
einer anderen ebenfalls sterilen Pipette wurde sodann von der 
25.676°o Traubenzucker enthaltenden Losung in das 1. Kolb- 
chen 8 com, welche also 1,1868 g Zucker entsprachen, in das 
2. Kolbchen 4 com =0,9504% g Zucker: in das 3. Kolbchen 
3 com = 0,7102 g; in das 4. 2 ecm = 0,4735 g Zucker und in 
das 5. KOlbchen 1 cem = 0,23676 g Zucker gebracht. Alle 5 
KOlbchen wurden sodann in den Thermostaten gestellt und 
von Zeit zu Zeit geschiittelt. Nach Ablauf von 24 Stunden 
wurde sodann der Inhalt der 5 Kélbchen auf seinen Zucker- 
gehalt untersucht und zwar einerseits mit dem Polarisations- 
apparat von Franz Schmidt und Haensch, sowie anderer- 
seits durch Titrieren mit Fehlingscher Loésung. Zu diesem 
Zweck wurde der Inhalt eines jeden Kélbchens in zwei Halften. 
geteilt. In der ersten Hiilfte wurde das Enteiweifen mittels 
Sublimat und Salzsiiure, in der anderen mit Essigsiiure in Gegen- 
wart von CINa bewirkt. Die erste Portion diente zur Be- 
<timmung des Zuckers mittels Polarisationsapparat, die zweite 
zur Bestimmung des Zuckers mittels Titrierverfahrens. 
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1. Versuch. 


Im ersten Kélbchen, in welchem auf 25 ccm Fibrinauszug 
5 cem oder 1,1868 g Traubenzucker kamen, wurde durch das 
Titrierverfahren 1,1 g und mittels des Polaristrobometers 1,12 ¢g 
Zucker nachgewiesen: folglich waren nach der einen Be- 
stimmung 0,0868 g, nach der anderen aber 0,0668 g zersetzt 
worden, was im ersten Falle 7,5°/o und im zweiten 5.5°/o des 
verwendeten Zuckers ausmacht. 


ll. Versuch. 


Im 2. Kélbchen, in dem auf 25 ecm Fibrinauszug 4 com 
oder 0.9504 g Traubenzucker enthalten waren, entsprach nach 
Ablauf von 24 Stunden der Zuckergehalt nach dem Titrier- 
verfahren bestimmt 0,846 g, nach dem Polarisationsverfahren 
0.840 g. Folglich waren im ersten Falle 0,1041 g, im zweiten 
aber O,1101 g oder 11,48°/0 und 10,09°/o Zucker zersetzt worden. 


Versuch. 


Im 3. K6dlbchen, wo auf die gleiche Menge von dem 
glykolytischen Prinzip, d. h. dem Fibrinextrakt 3,0 com oder 
= 0,71026 g Zucker zugesetzt worden waren, wurden durch 
Polarisation 0,567 g, durch das Titrierverfahren 0,572 g Zucker 
zuriickerhalten. Hier waren also nach der ersten Bestimmung 
0,14526 g oder 20,1°/0, nach der zweiten Bestimmung 0,1375 ¢g 
oder 19,4°/o Zucker zersetzt worden. 


IV. Versuch. 


Im 4. Kolbchen wurden zur gleichen Menge des glyko- 
lvtischen Prinzips 2 cem oder 0,47352 g Zucker zugesetzt und 
dann durch das Titrierverfahren 0,310 ¢: durch Polarisation 
0.3184 ¢ Zucker fesigestellt, woraus folgt, dab im ersten Falle 
0,1635 g oder 34,5°/s, im zweiten Falle 0,155 g oder 32,70°/o 
des angewandten Zuckers zersetzt worden waren. 


V. Versuch. 


Im 5. Kolbchen kamen auf die gleiche Menge des Fibrin- 
extraktes 1,0 cem, dem 0,2367 g Traubenzucker entsprach. Nach 
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24% Stunden zeigte das Titrierverfahren einen Zuckergehalt von 
0.120% g, durch Polarisationsbestimmung einen solchen von 
O,1184 ¢. Folglich waren im ersten Falle 0,1163 g oder 
49,4°/o, im zweiten Falle 0,1183 g oder 49,90°/o vom ange- 
wandten Zucker zersetzt worden. 

Zur bequemeren Orientierung fasse ich die durch eben 
angefiihrte Versuche gewonnenen Zahlen in der folgenden 
Tabelle zusammen. 


Tabelle [. 


Zersetzung verschiedener Traubenzuckermengen durch 25 cem wasserigen 
Fibrinauszuges im Laufe von 24 Stunden bei Bruttemperatur. 


eem eem 3 ecm 2 cem 1 


= 11868 ¢ | = 0,9504 g | = 0,7102 g | = 0.4752 g | = 02367 ¢ 
Trauben- Trauben- Trauben- Trauben- Trauben- 
zucker zucker zucker zucker zucker 
zersetzt zersetzt zersetzt zersetzt zersetzt 

in g in®’of ing (in ing in®%of ing jin %of ing | in %o 


| 
10,0668, 5,5 11,05] 0.1873 19,3 B45 [01163 49.4 
*) 0.0868 7,3 [OLO4L 10,95 0.14026 20,1 [0,155 | 
| | | | 


32.6 10,1183, 49.9 


| | | | 

Beim umgekehrten Verfahren, d. h. wenn man nicht die 
Zuckermenge, sondern die Menge des Fibrinauszuges, resp. des 
darin enthaltenen glykolytischen Prinzips variieren laBt, erhilt 
man den eben wieder gegebenen Versuchen entsprechende 
Kesultate. 


VI. Versuch. 


Es wurden auf 5 ccm der gleichen Zuckerlésung, d. h. aut 
11868 ¢ Traubenzucker nicht 25 cem, sondern 50 cem des 
gleichen (3.) Fibrinauszuges unter Beriicksichtigung der nam- 
lichen aseptischen MaBregeln sterilen Kolbchen, Fibrin- 
auszug und Zuckerlésung mit sterilen Pipetten abgemessen) 
hinzugesetzt. Nach Ablauf von 24 Stunden wurden durch Be- 


') Zuckerbestimmung nach der Titriermethode ausgefiihrt. 
*) Zuckerbestimmung mit dem Polaristrobometer von Schmidt 
und Haensch ausgefiihrt. 
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stimmung mit dem Polarisationsapparat 0,870 g unzersetzt 
zuruckerhalten: es waren dementsprechend also 08168 g oder 
26,7°9/o des Zuckers zersetzt worden. 


Vil. Versuch. 


Zu 5 cem der gleichen Zuckerldsung = 1,1868 g wurde in 
diesem Falle nicht die doppelte, sondern die vierfache Menge, 
d. h. 100 cem des wiasserigen Fibrinextraktes hinzugesetzt. Die 
mittels Polarisationsapparat nach 24 Stunden ausgefiihrte be- 
stimmung ergab 0,3308 g unzersetzten Zuckers; es waren also 
0,856 g oder 72,1°/o des angewandten Zuckers zersetzt worden. 

Aus den eben angefiihrten, sowie entsprechenden anderen 
Versuchen, welche, um Wiederholungen zu vermeiden, nicht 
wiedergegeben werden sollen, ist zu ersehen, dah durch die 
doppelte Quantitét des glykolytischen Prinzips nicht die doppelte, 
sondern die fiinffache Menge, durch die vierfache Quantitat 
des gleichen Prinzips sogar die 12—14fache Zuckermenge zer- 
setzt wird. Bei weiteren, in dieser Richtung angesteltten Ver- 
suchen verwandte ich verschiedene Ausziige des néamlichen 
Fibrins, fernerhin Ausziige von verschiedenen Fibrinsorten, 
hierbei wurden verschiedene Modifikationen der Versuche, welche 
das Verhaltnis zwischen dem glykolytischen Prinzip und der 
Menge des angewandten Zuckers betrafen, vorgenommen, stets 
war das Resultat dieser Versuche den oben mitgeteilten Ergeb- 
nissen entsprechend. Einige von diesen Versuchen, welche 
noch nicht abgeschlossen sind und welche uns die genauen 
quantitativen Verhiltnisse, sowie die den glykolytischen Vor- 
gang beherrschenden Gesetze aufkliiren sollen, kOnnen in dieser 
Mitteilung noch nicht Platz finden. 

Die Ergebnisse der eben geschilderten Versuche sind 
nicht nur an und fiir sich interessant, weil sie uns zeigen, 
dab die glykolytische Funktion von gewissen Gesetzmiibigkeiten 
beherrscht wird, sondern auch, weil sie beweisen, dab die 
glyvkolytische Funktion unter anderen dem Fibrin, resp. dem im 
Fibrin enthaltenen wasserldslichen Prinzip, sowohl normaler, 
als auch immunisierter Tiere (Pferde) zukommt. Fiir das Zu- 
standekommen der Glykolyse ist aber weiterhin von Bedeutung, 
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daf zwischen dem glykolytischen Prinzip und dem dieser Wirkung 
unterliegendem Objekte, dem Zucker, ein quantitatives Verhaltnis 
vorhanden sei. Weiterhin muf betont werden, dali die Moglich- 
keit der Mitwirkung der Bakterien bei der Glykolyse bei meinen 
Versuchen vollstindig ausgeschlossen gewesen ist. 

Die dem tierischen Organismus zukommende glykolytische 
Wirkung hat seit langer Zeit das Interesse der Forscher in 
Anspruch genommen, aber trotzdem konnte ihr Wesen_ bis 
jetzt nicht aufgeklirt werden, unter anderem auch wegen der 
Schwierigkeit, das Auftreten von Mikroorganismen bei derartigen 
Versuchen zu vermeiden. Einige Forscher sind sogar der 
Meinung, dafi es gegenwiirtig fast unmdglich ist, die Bakterien 
auszuschlieBen. Weiter wird aus diesem Grunde_ behauptet, 
dali die Frage, ob das glykolytische Prinzip in den Geweben— 
und Organen des tierischen Organismus enthalten sei, zur Zeit 
nicht lésbar ist.  Meiner Meinung nach ist jedoch ein der- 
artiger Standpunkt wenig begriindet: Einerseits sind auf dem 
(iebiete der bakteriologischen Untersuchungen in den letzten 
Jahren im allgemeinen grofe Erfolge zu verzeichnen und 
andererseits hat unsere Methodik beziiglich der Vernichtung und 
der Entwicklungshemmung der Bakterien grofe Fortschritte 
gemacht. Zu diesem Zwecke stehen uns nicht nur Produkte 
der chemischen Industrie, welche immer neue, hOchst’ wirk- 
samen Antiseptica auf den Markt bringt, sondern auch Sub- 
stanzen biologischen Ursprungs, welche  bakterienfeindliche 
Kigenschalten besitzen, zur Verfiigung. Meiner Meinung nach iiber- 
schiitzt man die Rolle und die Bedeutung der Bakterien, iiberhaupt 
und speziell, wenn man alle in betreff der Glykolyse erzielten 
positiven Resultate auf die Teilnahme von Bakterien beziehen 
will. Kine dieser iihnliche Uberschitzung der Bedeutung yon 
Bakterien gegeniiber der Enzym- oder Fermentwirkung herrschte 
seiner Zeit in der Lehre von den Verdauungsvorgingen. Erst 
die weitergehenden Untersuchungen iiber die Verdauungsprodukte, 
hauptsiichlich aber der Vergleich der Verdauungsprodukte mit 
denjenigen, welche durch bakterielle Zersetzung gebildet werden, 
fernerhin die experimentelle Erérterung der Frage, welche be- 
deutung die bakteriellen Zersetzungsprodukte einerseits, die Ver- 
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dauungsprodukte andererseits fiir das Leben der tierischen 
Organismen besitzen, haben den Fermenten oder Enzymen wieder 
zu ihrem Rechte verholfen. Dabei stellte sich heraus, dal} die 
bakteriellen Produkte im groBen und ganzen eine mehr schiid- 
liche, wie niitzliche Wirkung auf die Lebensiiuberungen und 
das Leben selbst ausiiben. (Opera ommia, M. Nencki, Friedr. 
Vieweg & Sohn in Braunschweig 1905. Bd. 1 f., S. 836, Bd. I f., 
s. 101, 183, 578 und andere.) Die Lehre von den Fermenten, 
welche sich mit den wichtigsten Lebensiiuberungen und Funktionen 
des Organismus befabt, fesselt naturgemiif die Aufmerksamkeit 
der Forscher immer mehr an sich. Die Arbeiten der letzten 
Jahre haben trotz aller Schwierigkeiten, mit welchen die 
Forschungen auf diesem Gebiet verkniipft sind, gezeigt, dab die 
Mannigfaltigkeit und Verbreitung, sowie die sich hieraus  er- 
gehende Bedeutung der Fermente sehr gro sind. Verschiedene 
Funktionen und Produkte des tierischen Organismus, welche 
vor kurzem noch nicht mit Fermentwirkungen in Zusammenhang 
gebracht wurden, gehoren, wie die Untersuchungen der letzten 
Jahre von A. Kossel, A. Schittenhelm und von anderen ge- 
zeigt haben, in das Bereich desselben. Wir werden nicht tiber- 
treiben, wenn wir behaupten, dafi wir in der Zeit des Auf- 
bliihens der Fermentlehre leben. 

Bei unseren Untersuchungen sind wir zu der Uberzeugung ve- 
kommen, daB in Fibrin, resp. in seinen wiisserigen Ausziigen auber 
dem glykolytischen Prinzip auch verschiedene andere Stoffe vor- 
handen sind, unter ihnen solche, die bakterienfeindliche Kigen- 
schaften besitzen und die zum Teil die Entwickelung der Bakterien 
hemmen, zum Teil aber die deletiire Wirkung der pathogenen Mi- 
kroben paralvsieren. Auf Grund dieser Beobachtungen, so zu sagen, 
dank dem gliicklichen Zufall, da das glykolvtische und das bakteri- 
cide Prinzip hier neben einander vorkommen, kann die Frage nach 
der Mitwirkung der Bakterien speziell bei der durch Fibrin, so wie 
dessen wiisserige Ausziige bewirkten Glykolyse definitiv in negativem 
Sinne entschieden werden. Fiir die Nichtbeteiligung der Bakterien 
an einer derartigen Glykolyse spricht einmal der Umstand, dal 
fiir die Zersetzung des Zuckers ein bestimmtes, relatives Ver- 
hiiltnis, wie wir sahen, zwischen diesem und dem glykolytischen 
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Prinzip erforderlich ist, andererseits der direkte Nachweis von 
bakterienfeindlichen Stoffen in Fibrinausziigen. 

Die Beobachtungen tiber die bakterienfeindlichen kigen- 
schaften des Fibrins und seiner Extrakte sind an anderem 
Orte!) ausfiihrlicher mftgeteilt worden und konnen deswegen 
hier nur kurz Erwiihnung finden. 

Bei den Untersuchungen tiber Fibrine verschiedener Pro- 
venienz wurde meine Aufmerksamkeit auf die Erscheinung ge- 
richtet, welche unter gewissen Umstiinden zu beobachten war 
und welche darin bestand, dafi die wiésserigen Fibrinausziige 
steril blieben und nicht selten bei liingerem Stehenbleiben in 
offenen Gefiiben sich nicht zersetzten. 

Jedoch ist die Darstellung von sterilen wasserigen Aus- 
ziigen aus dem Fibrin mit gewissen Schwierigkeiten verbunden. 
Es ist allgemein bekannt, wie leicht andererseits das Fibrin 
durch Bakterien zersetzt wird resp. fault. Trotz alledem kann 
bei Anwendung streng asepltischer Kautelen das aus blutplasma 
gewonnene und vom Serum durch Auspressen befreite Fibrin 
steril erhalten bleiben; auch kénnen aus ihm mit Chloroform 
oder mit thymolhaltigem Wasser sterile Ausziige gewonnen 
werden. Um die Extraktion des Fibrins nach Moglichkeit zu 
fordern, nimmt man sie bei 20—30° vor, wobei das Gemisch 
von Zeit zu Zeit umgeriihrt und geschiittelt wird. Das im 
Wasser suspendierte Fibrin) namentlich wiihrend der 
ersten Tage vor Bakterien geschiitzt werden; nach Verlauf von 
einigen Tagen werden die wisserigen Fibrinldsungen nicht so 
leicht von Bakterien zersetzt, da sie mit jedem Tage mehr 
bakterienfeindliche Stoffe aus dem Fibrin in sich aufnehmen. 
Als antiseptica sind in dem Falle solche Stoffe anzuwenden, 
die spiiter leicht entfernt werden kénnen, wie Chloroform, 
Thymol, Aceton. Andere antiseptische Mittel kOnnen, obschon 
sie gegen die Zersetzung des Fibrins wirken, nicht angewandt 
werden, weil sie zu gleicher Zeit stérend auf das glykolytische 
Prinzip einwirken. Hierher gehért z. B. das Phenol, welches 
in 0.5°/oiger Lésung auf einige Fermente wie z. B. die Lipase 
und andere keine schiidigende Wirkung ausiibt, die Tatig- 


') Zentralblatt f. Bakteriologie, Bd. XXXVIII, Heft 5, S. 571. 


i 
| 


Zur Frage nach dem glykolytischen Prinzip des Blutfibrins. D735 
EIVROLY Pp 


keit des glykolytischen Prinzips dagegen hemmt. — Siattigung 
der wiisserigen Fibrinausziige mit CO, steigert ebenfalls die 
bakterienfeindliche, sowie die glykolytische Wirkung derselben. 

Dieser Befund bestiitigt die friiher von H. J. Hamburger?) 
gemachte Beobachtung, welcher ebenfalls eine die baktericiden 
Eigenschatten des Blutes und der zelligen Exsudate verstirkende 
Wirkung der CO, feststellen konnte. Nach Untersuchungen von 
Hamburger, Limbeck und anderen zeigen die Leukocyten 
unter Kinwirkung von CO, nicht nur einen Gasaustausch, 
sondern auch eine Veriinderung der festen und _ fliissigen Be- 
standteile. Die morphotischen Elemente quellen unter CO,-Ein- 
wirkung auf, und zwar infolge der Diffusion von Wasser, sowie 
von einigen festen Bestandteilen wie Chlor und dergleichen, 
sie werden aber iirmer an anderen Stoffen — wie Fett, Zucker 
und anderen. Mdéglicherweise mul} die Wirkung des CO, auf 
wisserige Fibrinextrakte darauf bezogen werden, dab die CO, 
nicht nur die Leukocyten, sondern auch die in freiem oder 
gebundenem Zustande in der L6sung vorhandenen komplizierten 
Eiweiiverbindungen beeinflubt, resp. auf bakterienfeindliche und 
glykolytische Substanzen aktivierend wirkt. Weitere Unter- 
suchungen mitssen in betreff der CO,-Wirkung Aufklérung 
schaffen. Hier aber will ich zur Bestitigung dessen, was ich 
beziiglich der Einwirkung der Kohlensiiure auf das glykolytische 
Prinzip der wiisserigen Fibrinausziige gesagt habe, einige Ver- 
suche wiedergeben. 


Versuch. 


20 ccm von dem vierten wisserigen Auszuge, d. h. also 


einem Auszuge mit geringerem Gehalt an glykolytischem Prinzip 
wurden mit 2 cem Zuckerlésung, welche 0,438 g Zucker ent- 
sprachen, vermengt. Vor Durchleitung von CO, durch dieses 
vierte Fibrinextrakt konnte kaum Glykolyse verzeichnet werden; 
es wurden namlich im Laufe von 48 Stunden nicht mehr als 
2°/o des angewandten Zuckers zersetzt. Das gleiche Fibrin- 
extrakt zersetzte, nachdem die Kohlensaéure darauf eingewirkt 
hatte, unter absolut identischen Verhialtnissen (d. h. gleiche 


') Virchows Archiv, 1899, S, 46. 
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Mengen Zuckerlésung und Extrakt) im Laufe von 24 Stunden 
in einem Falle 9,4°/o, im anderen 11,6°/o des angewandten Zuckers. 


IX. Versuch. 

In einem Gemisch von 25 ccm des dritten wiisserigen 
Fibrinauszuges und 2 cem Zuckerlésung (oder 0,438 g Zucker) 
wurden nach 24 Stunden 0,082 g oder 18,9°/o des angewandten 
Zuckers zersetzt gefunden. Weiter wurde durch den niamlichen 
wiisserigen Fibrinauszug, d. h. durch eine andere Portion CO, 
durchgeleitet und derselbe sodann auf sein Vermédgen, Zucker 
zu zersetzen, wieder untersucht: hierbei stellte sich heraus, 
dah ceteris paribus jetzt 0,121 g oder 27,6°/o des verwandten 
Zuckers zersetzt worden waren. 

Aus den eben angeftihrten Versuchen ist ohne weiteres 
zu ersehen, welch giinstige Wirkung die Kohlensiiure auf die gly- 
kolytische Funktion des Fibrinauszugs ausiibt. In gleicher Weise 
wurden auch Untersuchungen angestellt, um den Einflub der 
Temperatur auf diese glykolytische Funktion festzustellen. Es 
stellte sich dabei heraus, dab Erwirmen auf 100 und 120° 
das glykolytische Prinzip zerstOrt. Karbolsaure in 0,5°/oiger 
Konzentration, sowie Sublimat wirken stOrend auf die Glykolyse 
ein. Ebenso wirkt auch die Gegenwart von Chlornatrium, was 
aus folgendem Versuch zu ersehen ist. 


X. Versuch. 

Ks wurden 25 cem des zweiten Fibrinauszuges mit 2 ccm 
Traubenzuckerlésung (= 0,4735 g Zucker) und 0,3 g ClNa 
vermengt. Nach Verlauf von 24 Stunden betrug der mit dem 
Polarisationsapparat bestimmte Zuckergehalt 0,3719 g, 
also 0,102 g oder 21,5°/o zersetzt worden waren. 

Der gleiche zweite Auszug zersetzte ohne ClNa-Zusatz 
unter gleichen Verhiiltnissen 0,2078 g oder 43,8°/o Zucker. 

Weiter wurden die friiheren Beobachtungen bestatigt, 
nach denen Alkalien (nicht aber das Ammoniak) die Glykolyse 
fordern, Siiuren dagegen stérend auf dieselbe einwirken. 

Sodann wurde der Verlauf der Glykolyse in Gegenwart ver- 
schiedener Gase, wie Wasserstoff, Kohlensiiture und Sauerstoff, 
untersucht. — Die zu diesen Versuchen gebrauchten zu- 
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geschmolzenen Apparate waren mit 

zwei Rohrchen, einem Ableitungs- und 

einem ZuleitungsrOhrchen, welche nach 

Durchleitung der entsprechenden Gase 

zugeschmolzen wurden, versehen. Jeder / 
Versuch wurde mit dem betreffenden 
Gase zur Kontrolle doppelt ausgefiihrt. 
Die Gefiibe, welche speziell zu diesen 
Versuchen dienten, waren von 2 Groben. 
In die kleineren (50 cem Fliissigkeit 
fassenden) wurden je 2 
Zuckerlésung und 20 cem des vierten 
Fibrinextraktes (von gegen Diphtherie 
immunisierten Pferden gewonnen) samt 
Thymolstiickchen hineingebracht. In 
die gréBeren (100° fassenden) 
Gefaibe kamen je 4 cem Zuckerlésung 


und 50 eem des vierten wiisserigen = 
Auszuges von normalem Fibrin. Die 


(iase passierten, ehe sie durch die 
Apparate geleitet wurden, konzentrierte H,SO,. — Hier lasse 
ich die Versuehe selbst folgen. 


Zuckerzersetzung bei Gegenwart von CO,, 


1. Bei einem Versuche mit 20 cem des 4. Auszuges (aus Fibrin 
gegen Diphtherie immunisierter Pferde) und 2 cem Zuckerlésung == 0,438 g 
Zucker waren nach 48 Stunden in einem Falle 0,295 g, im zweiten Falle 
0.298 g¢ unzersetzt zuriickgeblieben;: es waren folglich im ersten Falle 
0.143 ¢ oder 32,6°/o, im zweiten Falle 0,140 oder 31,96°)o zersetzt 
worden. 


2, Im Versuch mit 50 ccm des 4. Auszuges aus normalem Pferde- 


fibrin und + cem Traubenzuckerlésung = 0,876 g Zucker wurden in 
einem Falle 0,219 g¢ oder 25,1°/o, im zweiten Falle 0,226 ¢ oder 25,8°/o 
zersetzt. 


Zuckerzersetzung in einer Wasserstoffatmosphire, 
1. Bei einem Versuche mit 20 cem des 4. (gegen Diphtherie im- 
munisierter Pferde) Fibrinauszuges und 2 cem Traubenzuckerlésung 


wurden wihrend 48 Stunden in einem Falle 0,1639 g —= 87,4°%/o, im 
anderen Falle 0,152 ¢ oder 34,7°%o des angewandten Zuckers zersetzt. 
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2. Im Versuch mit 50 ccm des 4. Auszuges des normalen Pferde- 
fibrins und 4 ccm Traubenzuckerlésung waren in gleichem Zeitraume 
einmal O16 g 18,2°/o, das andere Mal 0,120 = 138,8°.) Zucker 
zersetzt worden. 

° 


Zuckerzersetzung in einer Sauerstotfatmosphire. 


1. Bei einem Versuche mit 20 ccm des gleichen 4. Fibrinauszuges 
(vom immunisierten Pferde) und 2 ccm Traubenzuckerlésung fanden sich 
nach 48 Stunden 0,201 g¢ = 45,89°/0 in einem Falle und 0,220 = 50,2°/5 
des verwandten Zuckers im zweiten Falle zersetzt. 

2. Bei einem Versuch mit 50 cem des 4. normalen Fibrinauszuges 
und 4 cem Traubenzuckerlésung wurden in gleichem Zeitraume einmal 
0.399 ¢ oder 45,5°/0, das andere Mal 0,412 ¢ oder 47,0°%o Zucker 
zersetzt. 

Zuckerzersetzung bei Luftzutritt. 


4. Fibrinauszuges 


vom immunisierten Pferde und 2 ecm Traubenzuckerlésung waren im 
Laufe von 48 Stunden in einem Falle 0.079 ¢ oder 18,04°/o, im anderen 
Falle 0,084 == 19,1°%%o zersetzt worden. 

2. In dem Gemisch von 50 ccm des 4. Fibrinauszuges des nor- 
malen Pferdes und cem Traubenzuckerlésung fanden sich nach 
48 Stunden einmal 0,219 ¢ = 25,0°/0, das andere Mal 0,208 g¢ = 23,9°)> 
des angewandten Zuckers zersetzt. 


1. In einem Gemisch von 20 cem des gleichen 


Alle gefundenen Zahlen stelle ich der besseren Ubersicht 
wegen in niichstfolgender Tabelle zusammen. 


Tabelle IL. 


Zuckerzersetzung in Gegenwart von 


Luft | CO, | H | 0 
und dem 2. Auszug von normalem Pferdetibrin 
in /o in | in /o | in % 
239-250 | 251-258 | 132-138 | 45,5—47,0 


und dem 4. Auszug des Fibrins von gegen Diphtherie 
immunisierten Pferden 
in %o in %o | in %9 | in 9 
18.04—19,1 31,96—32,6 45,88—50,.0 


Aus den in die Tabelle aufgenommenen Zahlen, welche 
die Zersetzung des Zuckers bei Gegenwart von verschiedenen 
Gasen und in der gewohnlichen Luft illustrieren sollen, ist zu 
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ersehen, dab in allen 4 Fallen Zuckerzersetzung stattgefunden 
hat. Diese Versuche beweisen zugleich, dab bei Abwesenheit 
des Sauerstoffs sich wohl Zucker zersetzen kann, jedoch weniger 
intensiv, als wie in Gegenwart dieses Gases. Jedenfalls begiinstigt 
der Sauerstoff diese Zersetzung. Auberdem mul hervorgehoben 
werden, dab ein gewisser Unterschied besteht in der Wirkung 
der Ausziige von normalem Fibrin und von solchem Fibrin, 
welches von immunisierten Tieren stammt. Der bedeutendste 
Unterschied ist in diesen Fiillen in der Wasserstoffatmosphiire 
zu verzeichnen. Daf dieses verschiedene Verhalten von Aus- 
ziigen des normalen und des von immunisierten Tieren gewonnenen 
Fibrins nicht ausnahmslos in allen Fiillen, wohl aber ziemlich 
oft zu beobaehten war, so ist es nicht unmdglich, dab der 
Grund hierzu in dem komplizierten und zugleich variablen Be- 
stand der wisserigen Ausziige dieser Fibrinsorten verschiedenen 
Ursprungs zu suchen ist. Ieh habe auch Fille beobachtet, in 
denen die Fibrinausziige von immunisierten Tieren in reiner 
Sauerstoffatmosphiire geringere Glvkolyse gezeigt haben als in 
der Luftatmosphiire. Der Umstand, dai die Glykolyse in Ab- 
wesenheit von Sauerstoff vor sich geht, kann in verschiedener 
Weise gedeutet werden. Man kdnnte annehmen 1. die 
Glykolyse kein Oxydationsprozef ist, 2. da die Zuckerzersetzung 
nicht nur durch gasformigen, sondern ebensogut durch = in 
Losung befindlichen oder locker gebundenen Sauerstoff bewirkt 
werden kann und 3. dab der glykolytische Prozeb ein kompli- 
zierter Vorgang ist, welcher sich aus verschiedenen Kompo- 
nenten zusammensetzt oder auch vielleicht aus verschiedenen 
Phasen, die ihre Entstehung verschiedenen Prinzipien verdanken, 
besteht. Gegen die erste Voraussetzung sprechen  einerseits 
direkte Beobachtungen, welche gezeigt haben, daB bei der Gly- 
kolyse Sauerstoffverbrauch, sowie andererseits CO,-Bildung statt- 
findet, andererseits aber der Umstand, dab in Gegenwart von 
Sauerstoff beinahe die doppelte Menge Zucker zersetzt wird. 
Ks ist allerdings wahr, dafi die Mengen des bei der Glykolyse 
verbrauchten Sauerstoffs und der darauf ausgeschiedenen CO, 
der Menge des zersetzten Zuckers nicht entsprechen, was nich! 
zu bestreiten ist, wenn nur der gasformige Aggregatzustand 
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des Sauerstoffes sowie der CO, in Betracht dabei gezogen wird, 
nicht aber derjenige Teil der Gase, welcher in der Lésung 
etwa an die Oxydasen gebunden enthalten sein kann. 

Durch friihere Untersuchungen von verschiedenen Forschern 
und ebenso durch die unserigen ist festgestellt worden, dab im 
Fibrin, als solchem, sowie in seinen Ausziigen verschiedene 
fermentartige oxydierende Substanzen resp. Oxydasen enthalten 
sind. Weitere Untersuchungen haben uns belehrt, dali die Zu- 
saummensetzung des Fibrins und seiner Ausziige eine héchst 
komplizierte und mannigfaltige ist. Es stellte sich heraus, dab 
nicht nur verschiedene EiweibkOrper, Oxydationsfermente, son- 
dern auch andere zum Teil fermentartige, zum Teil ihnen nahe 
stehende Substanzen darin enthalten sind. Um_ hieriiber Auf- 
klirung zu verschaffen, war es in erster Linie notig, die in 
Fibrin selbst und in seinen Ausziigen vorhandenen verschiedenen 
Agentien, unter anderem auch die Oxydationsfermente, mog- 
lichst vollkommen von den anderen Prinzipien zu isolieren, um 
sie dann auf die ihnen zukommenden Eigenschaften priifen zu 
kénnen. Dabei hervorgehoben werden, dab das fraktionierte 
Extraktionsverfahren des Fibrins gerade von Nutzen war, um 
die Oxydasen in ziemlich gereinigtem Zustand und relativ frei 
von anderen Prinzipien zu erhalten. 

Es ist mir dabei gelungen, durch mehrmals wiederholtes 
Ausiiillen und darauf folgendes Auflésen die wasserlésliche 
Oxydase, welche mit Guajactinktur die charakteristische Blau- 
firbung ergibt und welche mittels Kohlensiiure aus der LOsung 
abgeschieden werden kann, so weit zu reinigen, dal sie die 
¢lykolytische Wirksamkeit nicht mehr zu besitzen scheint. Diese 
Wirkung bleibt in diesem Falle der Lésung, resp. der von dem 
CO,-Niederschlag abfiltrierten Fliissigkeit erhalten. In derselben 
Losung sind aber auch noch andere Oxydationsfermente zu- 
gegen, welche durch verschiedene Reaktionen nachgewiesen 
werden kOnnen: wie Superoxydasen, Oxydasen und indirekte 
Oxvdasen, daneben auch andere Agentien und Substanzen. 
Weitere Untersuchungen miissen uns Aufklérung dariiber ver- 
schaffen, inwiefern die glykolytische Funktion irgend einem 
der verschiedenen oxydierenden Agentien zukommt, oder ob 
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sie von einem mit-vorhandenem und niedergeschlagenen spezi- 
fischen Prinzip, welches nichts mit den Oxydationsfermenten 
zu tun hat, abhingt, ob eventuell die Glykolyse ein kom- 
plizierter Vorgang ist, welcher durch Zusammenwirkung ver- 
schiedener Komponenten zustande kommt, und an welchem die 
Oxvdasen auch ihren Anteil haben. Bevor wir zur Aufklirung 
der verschiedenen, noch nicht gelésten Fragen schreiten, konnen 
wir uns iiber die Frage, welchen Agentien die Glykolyse zu- 
kommt, nur mit Vorsicht éubern und aus dem gleichen Grund 
wollen wir auch die verschiedenen Theorien und Ansichten 
verschiedener Forscher, welche diese Frage betretfen, vorlautig 
ebenfalls unberihrt lassen. 

Zum SehluB will ich kurz die Ergebnisse der vorliegenden 
Untersuchung formulieren: 

1. Das Zustandekommen der Glykolyse ist von einem 
strengen relativen Verhaltnis zwischen dem glykolytischen Prinzip 
und dem Objekt, d. h. dem Zucker abhangig. 

2. Dieses Ergebnis schliebt die Mitwirkung der Bakterien 
bei der Glykolyse aus und rechtfertigt die Beobachtungen friiherer 
Forscher. 

3. Die Mitwirkung der Bakterien bei der Glykolyse ist 
auBerdem durch direkten Nachweis der bakterienfeindlichen 
Stoffe im Fibrin definitiv ausgeschlossen. 
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Berichtigung. 


Auf Seite 360 des XLIV. Bandes dieser Zeitschrift (Heft 3 
und +) miissen in der Arbeit von Engel «Uber das Fett in 
der Frauenmilch» die seitlichen Zahlen der Tabelle VI von oben 
nach unten gelesen 60, 50, +0 lauten. 
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